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La presente Tesis Doctoral de título “Terapia fotodinámica 
antimicrobiana frente a agentes causantes de infecciones en piel y/o 
mucosas” está elaborada por compendio de trabajos científicos publicados. 
Los artículos recogen el efecto de la fotodinámica en la inactivación de 
distintos microorganismos que, de forma habitual, son responsables de 
infecciones en piel y/o mucosas utilizando diferentes metodologías. Este tema se 
explica ampliamente en la introducción. A continuación, se precisa la 
justificación y se incluye el listado del compendio de publicaciones, la hipótesis, 
los objetivos, el material, los métodos y las conclusiones de los trabajos 
científicos principales que constituyen la presente Tesis Doctoral. Los resultados 
y la discusión quedan expuestos mediante la inclusión de dichos trabajos. 
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I, Revillo MJ, Rezusta A. In vitro effect photodynamic therapy with 
differents photosensitizers on cariogenic microorganisms. BMC 
Microbiol. 2015 Sep 26;15(1):187. FI: 2,644 Q2 
Estudio 2: Pérez-Laguna V, Pérez-Artiaga L, Lampaya-Pérez V, 
Camacho-López S, García-Luque I, Revillo MJ, Nonell S, Gilaberte Y, 
Rezusta A. Comparative effect of photodynamic therapy on 
separated or mixed cultures of Streptococcus mutans and 
Streptococcus sanguinis. Photodiagnosis Photodyn Ther. 2017 
Sep;19:98-102. FI: 2,212 Q3 
Estudio 3: Pérez-Laguna V, Pérez-Artiaga L, Lampaya-Pérez V, García-
Luque I, Ballesta S, Nonell S, Paz-Cristobal MP, Gilaberte Y, Rezusta 
 
 
A. Bactericidal Effect of photodynamic therapy, alone or in 
combination with mupirocin or linezolid, on Staphylococcus aureus. 
Front Microbiol. 2017 May 31;8:1002. FI: 4,076 Q1 
Estudio 4: Pérez-Laguna V, García-Luque I, Ballesta S, Pérez-Artiaga L, 
Lampaya-Pérez V, Soria-Lozano P, Rezusta A, Gilaberte Y. 
Antimicrobial photodynamic activity of Rose Bengal, alone or in 
combination with Gentamicin, against planktonic and biofilm 
Staphylococcus aureus. Photodiagnosis Photodyn Ther. 2018 Mar; 
21:211-216. FI: 2,212 Q3 
Estudio 5: Beltrán A, Mikhailov M, Sokolov MN, Pérez-Laguna V, 
Rezusta A, Revillo MJ, Galindo F. A photobleaching resistant 
polymer supported hexanuclear molybdenum iodide cluster for 
photocatalytic oxygenations and photodynamic inactivation of 
Staphylococcus aureus. J. Mater. Chem. B, 2016, 4, 5975. FI: 4,543 Q1 
Estudio 6: Pérez-Laguna V, Rezusta A, Ramos JJ, Ferrer LM, Gene J, 
Revillo MJ, Gilaberte Y. Daylight photodynamic therapy using 
methylene blue to treat sheep with dermatophytosis caused by 
Arthroderma vanbreuseghemii. Small Ruminant Research, 2017 May 1; 
150:97-101 FI 0,947 Q2 
 
 
Se concluye con una sección de anexos: En el Anexo I se detalla el área 
temática, factor de impacto y aportación del doctorando en cada una de las 
publicaciones principales. En el Anexo II se incluyen las publicaciones que no 
conforman la Tesis pero están relacionadas con el núcleo temático y se derivan 
del trabajo de revisión bibliográfica e investigación experimental realizado 
mediante la elaboración de ésta. El Anexo III lo compone el área temática, el 





Las publicaciones secundarias son: 
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Superior performance of macroporous over gel type polystyrene as a 
support for the development of photo-bactericidal materials. J. 
Mater. Chem. B, 2017,5, 6058-6064 FI: 4,543 Q1 
3.- Pérez-Laguna V, García-Malinis AJ, Aspiroz C, Rezusta A, Gilaberte Y 
Antimicrobial effects of photodynamic therapy: an overview. G Ital 
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3O2: oxígeno molecular 
ALA: ácido metil aminolevulínico 
aPDT: en inglés antimicrobial photodynamic therapy (terapia fotodinámica 
antimicrobiana, TFDA) 
ATCC: American Type Culture Collection 
AS: medio agar sangre Columbia 
CDC: Centros para el Control y Prevención de Enfermedades (Centers for 
Disease Control and Prevention) 
DTM: Medio de prueba de Dermatofitos (por las siglas en inglés de 
Dermatophyte test médium) 
CFU: en inglés colony forming unit (unidades formadoras de colonias, UFC) 
CICESE: Centro de lnvestigación Científica y de Educación Superior de 
Ensenada 
CUR: curcumina 
DMMB: 1,9-dimetil azul de metileno (1,9-dimethylmethylene blue) 
DMSO: di-metil sulfóxido  
ECDC: Centro Europeo para la Prevención y Control de Enfermedades 
(European Centre for Disease Prevention and Control) 
EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 
EMA: Agencia Europea del Medicamento (European Medicines Agency) 
ERO: especies reactivas de oxígeno  
ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y 
Enterobacteriaceae. 
FDA: Food and Drug Administration 
FS: fotosensibilizante o fotosensibilizador 
H2O2: peróxido de hidrógeno 
HIP: hipericina 
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Hp: hematoporfirina 
HpD: dihematoporfirina 
HUMS: Hospital Universitario Miguel Servet 
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IDSA: Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (del inglés Infectious 
Diseases Society of America) 
IPL: lamparas de luz pulsada intensa (del inglés intense pulsed light) 
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ITS: espaciador transcrito interno (del inglés internal transcribed spacer) 
LÁSER: luz láser (acrónimo del inglés light amplification by stimulated 
emission of radiation) 
LED: lámparas de diodos emisores de luz (del inglés light emiting diode) 
LN: linezolid 
LPS: lipopolisacárido 
MAL: aminolevulinato de metilo 
MB: azul de metileno (del inglés methylene blue) 
McF: unidades de escala turbidimétrica Mc Farland 
MDR: multirresistente (del inglés multidrug resistant) 
mL: mililitro 
Mo: molibdeno 
MRSA: methicillin resistant Staphylococcus aureus 
MU: mupirocina 
ND: no datos 
NMB: nuevo azul de metileno (siglas en inglés de new methylene blue) 
O2: oxígeno molecular 
O2- •: radical superóxido 
OMS: Organización Mundial de la Salud (en inglés World Health Organization, 
WHO) 
PDR: panresistente (en inglés pan-drug resistant) 
Pol-Mo6: cluster de molibdeno hexanuclear vinculado a polímero reticular 
PpIX: protoporfirina IX 
PS: del inglés photosensitizer (fotosensibilizante, FS) 
PVP: polivinilpirrolidona  
RB: rosa de bengala (en inglés rose bengal) 
RGB: siglas en inglés de red, green y blue (rojo, verde y azul, RVA) 
ROS: reactive oxygen species 
RVA: rojo, verde y azul 
SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina  
SB: medio de Sabouraud 
spp.: subespecies 
TBO: azul de toulidina O (del inglés toluidine blue O) 
TFD: terapia fotodinámica  
TFDA: terapia fotodinámica antimicrobiana 
UFC: unidades formadoras de colonias  
XDR: extremadamente resistente (en inglés extremely drug resistant) 



























Los microorganismos causantes de infecciones son cada vez más 
resistentes a los antibióticos. En este contexto, es necesaria la búsqueda de 
alternativas para combatirlos. 
La terapia fotodinámica antimicrobiana (TFDA) se presenta como una 
opción de tratamiento frente a los agentes causantes de infecciones en piel 
y/o mucosas. Es una modalidad terapéutica basada en la utilización de 
moléculas fotosensibilizantes que, al ser irradiadas con luz de una longitud de 
onda adecuada y a dosis suficiente, acaban generando especies reactivas de 
oxigeno que inducen la destrucción de las células diana. 
 En la presente Tesis Doctoral, elaborada por compendio de 
publicaciones, se presentan seis Estudios que muestran cómo la TFDA es 
capaz de inactivar ciertas bacterias, levaduras y hongos filamentosos. Se han 
realizado experimentos con diferentes fotosensibilizantes clásicos, azul de 
metileno, rosa de bengala y curcumina y uno nuevo, probado por primera vez 
por nuestro grupo, con una estructura química cuyo núcleo está formado por seis 
átomos de molibdeno, logrando en todos los casos resultados prometedores. 
Además, se demuestra que se pueden usar distintos tipos de fuentes de luz para 
la aplicación de la TFDA habiéndose empleado satisfactoriamente lámparas 
LED, lámparas de halogenuro e incluso la luz solar. Asimismo, la TFDA en 
combinación con cada uno de los diferentes antibióticos ensayados, mupirocina, 
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The microorganisms that cause infections are showing an unreleased 
resistance to antibiotics. Therefore, it is necessary to search for alternatives to 
combat them. 
The antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) has been put forward as 
a possible treatment against the agents that cause skin and / or mucous 
infections. aPDT is a therapeutic modality based on photosensitizing molecules 
that end up generating reactive oxygen species that induce the destruction of the 
target cells when are irradiated with light of a suitable wavelength and at a 
proper dose. 
The present Doctoral Thesis, elaborated by compendium of six 
publications, shows how the aPDT is able to inactivate diverse microorganisms 
(bacteria, yeasts and fungi); The experiments have been carried out with 
different classic photosensitizers (methylene blue, rose bengal and curcumin) 
and a new designed compound (a chemical structure whose nucleus is formed by 
six molybdenum atoms linked to a reticular polymer) achieving promising 
results in all cases. In addition, the application of different light sources were 
used for aPDT as LED lamps, white light lamps and even sunlight which have 
shown successful results. The possibility of using aPDT in combination with 
different antibiotics (mupirocin, linezolid and gentamicin) has also been 
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1.1. Antimicrobianos, resistoma y 
resistencia 
 
Los antimicrobianos son sustancias activas de origen sintético o natural 
que matan o inhiben el crecimiento de los microorganismos, e incluyen a los 
antibacterianos, los antivirales, los antifúngicos, los antiprotozoarios y los 
antihelmínticos. Se utilizan a diario para prevenir y tratar infecciones tanto en 
humanos como en animales (1). 
El resistoma es un término propuesto para designar a la colección de todos 
los genes que contribuyen directa o indirectamente a la resistencia de los 
microorganismos frente a los antimicrobianos (2). 
Dentro de la resistencia debemos diferenciar dos tipos (3–5): 
-La resistencia intrínseca, que hace referencia a cuando ningún miembro de 
una especie es sensible al antimicrobiano, es por tanto una característica propia 
de la especie determinada por su material genético intrínseco. 
-La resistencia adquirida, que hace referencia a cuando una cepa de una 
especie que es sensible al antimicrobiano presenta resistencia, es por tanto una 






adquiridos en algún momento por los diferentes mecanismos de modificación de 
material genético con los que cuentan los microorganismos. 
Cuando hablamos de “el problema de la resistencia” nos referimos a este 
tipo de resistencia adquirida. De hecho, la resistencia antimicrobiana es definida 
por la Comisión Europea como la capacidad de los microorganismos para 
volverse cada vez más resistentes a un antimicrobiano al que antes eran 
susceptibles (1). 
En función de esta resistencia adquirida, las características de sensibilidad 
a los antibióticos de las cepas bacterianas constituyen lo que se conoce como el 
“patrón de sensibilidades” o el “fenotipo o patrón de resistencias”. Dependiendo 
de éste se utiliza el calificativo de multirresistente (MDR, de las siglas del inglés 
multidrug-resistant) para denotar las cepas resistentes a los agentes 
antimicrobianos representantes de tres o más grupos, extremadamente resistente 
(XDR, extremely drug resistant) a aquellas que son resistentes a los miembros 
de todos menos a uno o dos grupos y panresistente (PDR, pan-drug resistant) a 
las resistentes a todos los grupos de antimicrobianos disponibles e 
intrínsecamente activos contra las respectivas especies (6). 
 
 
1. 2. Fundamento de la resistencia 
 
El fenómeno de la resistencia a los antimicrobianos es un proceso natural 
que puede ser amplificado o acelerado por varios factores, dentro de los que se 
incluye la acción humana (3). La subdosificación, la infradosificación, el 
desconocimiento generalizado en la sociedad sobre cuáles son las funciones de 
los antibióticos (inútiles frente a virus, por ejemplo), la falta de técnicas 
adecuadas de control de la infección, tanto dentro como fuera de los hospitales, 






la ganadería juegan un papel importante en la propagación de la resistencia a los 
antimicrobianos (3,5). Todo ello lo debemos de considerar bajo el concepto 
“One Health” que recoge cómo la salud humana, salud animal y del entorno 
están interrelacionadas y constituyen una única salud (1) (figura 1). 
 
 
Figura 1. Diseminación de la resistencia: esquema que ilustra cómo se 
disemina la resistencia entre los humanos, los animales y el entorno a través de 
sus interrelaciones por el uso de antibióticos en la agricultura, la ganadería, la 
comunidad, los hospitales, el tratamiento de aguas residuales y en los entornos 







Un ejemplo que ilustra el concepto “One Health” y demuestra la 
interrelación lo encontramos en el artículo “Staphylococcus pseudintermedius 
Human Infection Cases in Spain: Dog-to-Human Transmission” que se recoge 
en el Anexo II de publicaciones secundarias relacionadas con la Tesis. En él se 
describe cómo cepas de S. pseudintermedius comensales en perros y gatos son 
capaces de resultar patógenas en sus dueños inmunodeprimidos (7). 
El simple uso de antibióticos conlleva una presión selectiva que inhibe o 
mata las bacterias sensibles y favorece la proliferación de cepas con mecanismos 
de resistencia. En consecuencia, estas bacterias se multiplican ocupando el nicho 
ecológico, de modo que al final son más prevalentes (3,8) (figura 2). 
 
Figura 2. Aumento de la prevalencia de resistentes: esquema que 
ilustra cómo los microorganismos resistentes aumentan su prevalencia, 
publicado por el CDC (8). 
 
En consecuencia, hay algunos antibióticos que han perdido su actividad 
frente a ciertos microorganismos para los cuales habían sido de elección 
tradicionalmente. Este hecho dificulta el tratamiento de las enfermedades 
infecciosas y facilita la diseminación de las mismas, agravando el problema en 






El origen exacto de los genes de resistencia a menudo es difícil de 
discernir, pero en algunos casos es posible establecer que los determinantes de 
resistencia adquiridos se originaron en otros géneros (3). En este contexto, los 
microorganismos denominados genéricamente ubicuos, aunque sean saprófitos o 
comensales, juegan un papel crucial para el resistoma pudiendo actuar como 
reservorios de genes de resistencia y siendo capaces de transferirlos a otras 
especies de bacterias que sí sean patógenas de humanos, animales e incluso 
plantas del propio medio (9–11). Esto contribuye a la emergencia de 
microorganismos con marcada resistencia a antibióticos (12,13) (figura 3). 
 
Figura 3. Aumento de la prevalencia de la resistencia: esquema que 
ilustra cómo la resistencia aumenta su prevalencia en la comunidad por el uso de 
antibióticos mediante dos ejemplos: a la izquierda por el uso en ganadería y a la 








1. 3. Las enfermedades infecciosas y el 
problema de la resistencia 
 
Las enfermedades infecciosas son cada día más numerosas y su aumento 
conlleva un incremento significativo en las tasas de morbilidad y mortalidad, así 
como del coste económico asociado. La causa principal es el incremento de la 
resistencia a múltiples fármacos antimicrobianos por parte de los agentes 
causantes de las infecciones (14). La resistencia microbiana, tanto en la 
comunidad como el entorno hospitalario, ha aumentando a lo largo de todo el 
mundo en las últimas dos décadas y parece probable que siga aumentando en el 
futuro cercano (15,16). 
Los microorganismos que intervienen principalmente en el proceso de 
resistencia son denominados patógenos ESKAPE por las siglas de los 
principales microorganismos implicados (Enterococcus faecium, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas 
aeruginosa y Enterobacteriaceae) y constituyen la principal causa de 
infecciones nosocomiales en todo el mundo (17). 
El problema de la resistencia antimicrobiana está considerado como uno 
de los problemas emergentes de mayor impacto en el siglo XXI por la 
Organización Mundial de la Salud (OMS o en inglés World Health 
Organization, WHO) y, como tal, es uno de los mayores retos en la práctica 
clínica por las consecuencias que acarrea (18,19). Estás consecuencias se 









1. La resistencia a los antibióticos mata: 
Las infecciones por microorganismos resistentes no responden a los 
tratamientos habituales, lo cual prolonga la duración de la enfermedad y 
aumenta el riesgo de muerte (18,19). Los Centros para el Control y Prevención 
de Enfermedades (CDC, por las siglas en inglés de Centers for Disease Control 
and Prevention) estimaron en 2013 el número de enfermos por la resistencia a 
los antimicrobianos en 2.049.442 con 23.000 muertes causadas en EE.UU. (8). 
Y la Comisión Europea estima que el número de muertes directamente 
atribuibles a las cinco bacterias multirresistentes más frecuentemente 
responsables de infecciones asociadas a cuidados sanitarios es de 25.000 cada 
año en la UE (20) y que a nivel mundial alcanzaría las 700.000 muertes al año 
(1). El escenario que manejan los expertos en sus estudios es que, de no cambiar 
la situación, la cifra llegue a 10 millones de muertes al año en el 2050. Para 
hacerse una idea de la magnitud de la tragedia, hoy mueren algo más de 8 
millones de personas anualmente por culpa del cáncer. En consecuencia, si no se 
toman medidas contundentes para atajar el problema de la resistencia, puede 
llegar a convertirse en la primera causa de muerte (figura 4) (1,21). 
Destacar el papel de la contaminación atmosférica puesto que la OMS 
estima que ocasiona 7 millones de muertes al año. Se debe al vínculo entre la 
exposición a la contaminación y las enfermedades cardiovasculares y el cáncer, 
además de la función que desempeña la contaminación atmosférica en el 
desarrollo de enfermedades respiratorias, como las infecciones respiratorias 








Figura 4. Importancia de las muertes por la resistencia: esquema de las 
muertes atribuibles al problema de la resistencia a antimicrobianos (AMR del 
inglés Antimicrobial Resistance) en relación a otras causas de muerte en la 
actualidad y la previsión en el año 2050 (21). 
 
2. Pone en peligro el control de las enfermedades infecciosas: 
Para muchas infecciones cada vez es mayor la dificultad del tratamiento 
por ejemplo, neumonía, tuberculosis, septicemia y hepatitis. Al reducirse la 
eficacia del tratamiento, los enfermos permanecen infectados por más tiempo, 
hecho que a su vez propicia la propagación de los microorganismos resistentes a 







3. Amenaza con hacer retroceder a la humanidad a la época anterior al 
descubrimiento de los antibióticos: 
Existe el riesgo de que muchas enfermedades infecciosas se vuelvan 
intratables y puedan afectar a cualquier persona, sea cual sea su edad o el país en 
el que resida (18,19). 
 
4. Encarece la asistencia médica: 
Cuando las infecciones dejan de responder a los medicamentos de primera 
línea, hay que recurrir a productos más caros. La prolongación de la enfermedad 
y del tratamiento, a menudo en hospitales, también aumenta los costos 
asistenciales (18,19). El CDC informó que los costes sanitarios directos 
ocasionados por las infecciones provocadas por bacterias resistentes alcanzan 
los 20.000 millones de dólares, a los que habría que añadir otros 35.000 millones 
en costes indirectos (8). La Comisión Europea estima que la resistencia a los 
antimicrobianos ocasiona pérdidas de 1.500 millones de euros cada año en la 
Unión Europea (1,20). 
 
5. Pone en riesgo los logros de la medicina moderna: 
El trasplante de órganos, la quimioterapia antineoplásica o las grandes 
intervenciones quirúrgicas, necesitan antimicrobianos eficaces para el 
tratamiento y la prevención de infecciones (18,19). 
 
6. Afecta a la salud mundial, la seguridad alimentaria y el desarrollo 
perjudicando el comercio y las economías: 
El aumento del comercio y los viajes internacionales permite que los 
microorganismos resistentes se propaguen rápidamente a países lejanos 









1.4. Bases de la lucha frente a la resistencia 
 
La clave del éxito en la lucha contra la resistencia a los antimicrobianos 
consiste en establecer un planteamiento integrado según la Comisión Europea. 
Este organismo ha creado un “Plan de acción contra la amenaza creciente de las 
resistencias bacterianas” que fue publicado el 15 de Noviembre de 2011 (25). Se 
basa en la colaboración de todos los centros y personas que trabajan en Salud 
Pública y se puede resumir en los tres puntos enumerados a continuación y 
abordados en los subsiguientes apartados: 
1. Uso racional de los antimicrobianos (apartado 1.4.1) 
2. Programas de vigilancia y esfuerzo global (apartado 1.4.2) 
3. Nuevos antimicrobianos eficaces o tratamientos alternativos (apartado 
1.4.3) 
 
1.4.1. Uso racional de los antimicrobianos 
El uso racional y responsable de los antimicrobianos es esencial para 
reducir y prevenir la adquisición de resistencias. Sólo se deben emplear cuando 
sean necesarios y de una forma correcta, puesto que una vez que han aparecido 
las resistencias, la reversión al estado de sensibilidad es un proceso muy lento y 
en algunos casos imposible. En este sentido, es importante la creación de 
protocolos estandarizados de diagnóstico, así como el diseño de nuevas 
herramientas de diagnóstico que sean precisas, eficaces a la vez que factibles y 
de rápida realización. Por este motivo, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas 
de América (IDSA, por sus siglas en inglés Infectious Diseases Society of 
America) en 2007 presentó las directrices para desarrollar un programa 
institucional con el fin de mejorar la administración antimicrobiana (26) y en el 
2012, Rodriguez-Baño et al. presentaron los denominados “Programas de 






documento de consenso. Los objetivos y sus indicaciones deben responder al 
acrónimo “SMART” (eSpecíficos, Medibles, reAlizables, Relevantes y precisos 
en el Tiempo) (27). También, desde el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales 
e Igualdad, se plantea desde el año 2014 el proyecto “Resistencia Zero” (RZ) 
destinado a reducir la aparición de bacterias MDR y la cantidad de antibióticos 
para su tratamiento mediante la aplicación de un paquete de medidas para 
prevenir su selección y diseminación (28). 
Está demostrado que la aplicación de medidas preventivas e higiénicas 
(por ejemplo la implantación de protocolos de limpieza y desinfección y el 
lavado de manos entre el contacto con diferentes pacientes), tanto en hospitales 
o en ámbitos sanitarios (6), así como la instauración de medidas de 
bioseguridad, permiten reducir el uso de los antimicrobianos y con ello, la 
posible aparición de resistencias (29–31). Por supuesto, conseguirlo implica 
desarrollar programas de formación y educación, tanto a nivel profesional 
(médicos, veterinarios, farmacéuticos, agrónomos…) como a nivel social. 
 
1.4.2. Programas de vigilancia y esfuerzo global 
Se debe prestar especial atención a las cepas MDR de cualquier población 
y al uso de antibióticos que se haga frente a ellas, ya que de esto depende, en 
gran medida, su evolución. Por ser un problema global, hay que aunar esfuerzos 
con socios nacionales e internacionales para reducir los riesgos de propagación 
(1). En este sentido a nivel nacional se planteó el proyecto RZ (28) comentado en 
el punto anterior y a nivel europeo se estableció con obligado cumplimiento la 
Decisión de Ejecución de la Comisión de 12 de noviembre de 2013 sobre el 
seguimiento y la notificación de la resistencia a los antibióticos de las bacterias 








1.4.3. Nuevos antimicrobianos eficaces o 
tratamientos alternativos 
En 2009, el informe “The bacterial challenge: time to react” (33) realizado 
por el Centro Europeo para la Prevención y Control de Enfermedades (ECDC, 
European Centre for Disease Prevention and Control) y la Agencia Europea del 
Medicamento (EMA, European Medicines Agency) pone de manifiesto la 
necesidad de diseñar nuevos antibióticos capaces de cubrir las necesidades 
médicas frente al creciente problema que suponen las bacterias MDR en la 
Unión Europea. 
Aunque algunos nuevos compuestos que tienen como objetivo los 
patógenos Gram positivos resistentes ya han sido aprobados para uso clínico, 
muy pocas moléculas son activas contra los patógenos Gram negativos MDR, 
especialmente los productores de carbapenemasas, y todavía encontramos 
menos si hablamos de los patógenos XDR (6,34,35). Entre los antibióticos frente 
a Gram negativos MDR están el ceftolozano-tazobactam (36), la ceftazidima-
avibactam (37) y la colistina. Por ejemplo, este último antibiótico, miembro 
principal de la familia de las polimixinas, introducido en la década de 1950 y 
que se dejo de usar por sus considerables efectos secundarios, se ha recuperado 
porque es la única opción de tratamiento, que es activa vía parenteral, contra la 
infección nosocomial causada por cepas Gram negativas XDR de P. aeruginosa, 
Acinetobacter spp., Enterobacter spp. y Klebsiella spp., incluyendo las cepas 
productoras de betalactamasas de espectro extendido y productoras de 
carbapenemasas (38). Sin embargo, con el creciente uso de las polimixinas en los 
últimos años y su introducción en la producción de animales de consumo en 
algunos países como China, los informes de resistencia también han ido en 
aumento (39,40). 
Además, en la actualidad, hay un número creciente de informes sobre 






vez pasa menos tiempo desde que un nuevo antibiótico es introducido hasta la 
aparición de microorganismos resistentes (figura 5) (8). 
 
Figura 5. Tiempo desde la introducción de un antibiótico hasta la 
aparición de resistencia: eje temporal que muestra el tiempo trascurrido entre 
el comienzo de la aplicación de un nuevo antibiótico (derecha) y la aparición de 







Existen diversas razones que explican la escasa inversión en la creación 
de nuevos antibióticos (25). Diseñar nuevos antibióticos, eficaces y seguros 
presenta cada vez más dificultad a nivel científico y además su uso está más 
restringido. Conjuntamente, la mayor parte de antibióticos se administran 
durante periodos de tiempo breves y los antibióticos genéricos van 
incrementando su cupo de mercado. Como resultado, el esfuerzo económico no 
compensa a nivel industrial (1) y nos encontramos con datos como que menos 
del 5% de la inversión de capital de riesgo en I + D de las farmacéuticas entre 
2003 y 2013 fue para el desarrollo de antimicrobianos (9). Por todo ello, en 
particular, la IDSA promovió la iniciativa para desarrollar diez nuevos 
antibacterianos para el año 2020: "10 x 20 Initiative" (42) contra los 
microorganismos del grupo ESKAPE y la Unión Europea promovió la Iniciativa 
de Medicamentos Innovadores (en inglés Innovative Medicines Initiative) cuyo 
objetivo en su fase actual (periodo 2014-2020) es desarrollar vacunas, 
medicamentos y tratamientos de próxima generación, como nuevos antibióticos 
(43). Sin embargo, Boucher et al. (44) y Bassetti et al. (16), en 2013, evaluaron 
las tendencias en el desarrollo de los antimicrobianos concluyendo que la 
aparición de nuevos antibióticos es poco esperable. Recientemente, en 
septiembre de 2017, el último informe sobre agentes antimicrobianos de la OMS 
(45) concluye que no están apareciendo antimicrobianos nuevos, solo 
modificaciones de las clases existentes y alerta sobre las escasas opciones de 
tratamiento frente a las infecciones causadas por microorganismos resistentes. 
Respecto a los antifúngicos o antimicóticos, a principio de los 50 se 
sintetizaron los primeros antifúngicos tópicos y sistémicos para el tratamiento de 
infecciones fúngicas superficiales, cutáneas o mucosas (46). Desde entonces se 
han ido desarrollando otros fármacos de administración oral, parenteral o tópica 
con el fin de mejorar su eficacia, espectro de acción, su tolerabilidad y la 
duración del tratamiento (47). Pueden presentar algunas interacciones y también 






es, al igual que los antibióticos, la resistencia que se genera en los 
microorganismos frente a dichos fármacos (48–51). 
En consecuencia, la búsqueda de tratamientos alternativos a los 
antimicrobianos para combatir los patógenos implicados en el problema de la 
resistencia es fundamental (15,52). De esta manera, las vacunas, los anticuerpos 
mono o policlonales, los péptidos antibacterianos, las bacteriocinas, la terapia 
con fagos, y las lisinas de fagos son algunos ejemplos de tratamientos en estudio 
que podrían aportar ciertas soluciones (21,45,53–55). Entre estas posibles 












La terapia fotodinámica (TFD) se basa en el uso de moléculas de distinta 
complejidad química denominadas fotosensibilizadores o fotosensibilizantes 
(FS) que en combinación con luz visible o del infrarrojo cercano y en presencia 
de oxigeno molecular son capaces de destruir células diana, por ejemplo, células 
tumorales o microbianas. Aplicada frente a microorganismos se denomina 
fotoinactivación antimicrobiana (en inglés Antimicrobial Photoinactivation o 
Photodynamic Inactivation, PDI) (62) y en estudios con perspectivas a 






(Antimicrobial Photodynamic Theraphy, aPDT) (58) o quimioterapia 
fotodinámica antimicrobiana (Photodynamic Antimicrobial Chemo-Therapy, 
PACT) (63). 
La TFD hace referencia a una parte concreta de la fototerapia que es un 
término empleado para denominar todos los casos donde la luz ultravioleta, 





Los orígenes de la TFD se remontan hasta tiempos antiguos de la Cultura 
Hindú y la Civilización del Antiguo Egipto puesto que las primeras referencias 
se encuentran en el libro indio sagrado Atharva Veda que data del 2000-1400 
a.C. y en el papiro de Ebers del 1550 a.C. aproximadamente. En estos documentos 
se describe la utilización de diversos extractos vegetales que se aplicaban sobre 
la piel y se exponían a la luz del Sol tratando así enfermedades dermatológicas 
como la psoriasis y el vitíligo (65,66). 
En la Antigua Grecia, en el siglo II a.C., la fototerapia, llamada así por 
requerir la luz, fue denominada helioterapia por primera vez por el griego 
Hipócrates, conocido como el padre de la ciencia médica, puesto que la luz que 
se usaba era la del Sol. Hipócrates, que había conocido los poderes curativos de 
la luz solar en sus viajes a Egipto, recomendaba la luz del Sol para la 
restauración de la salud (64,66). 
Los romanos también utilizaron la luz solar como tratamiento, 
especialmente para las enfermedades de la piel. Y cabe destacar que en la 
España musulmana, en el siglo XIII, Ebn al-Baitar, científico andalusí, en su 
libro Kitab Al-jami li-mufradat al-adwiya wa al-aghdhiya que se puede traducir 
como “Recopilación de medicamentos y alimentos”, describió el tratamiento del 






administración de esta tintura era tanto tópica como oral seguida por la 
exposición a la luz solar directa durante 1 o 2 h (65,66). 
Con la caída del Imperio Romano y la difusión del cristianismo, la 
helioterapia cayó en el olvido (65,66) hasta comienzos del siglo XIX cuando se 
comenzaron a hacer estudios sobre la luz y a describir fotorreacciones. Friedrich 
Wilhelm Herschel describió el espectro infrarrojo de la luz solar en 1800 y 
Johann Wilhelm Ritter la luz ultravioleta en 1806. Posteriormente, Baumstark 
relacionó la incidencia de la luz con los síntomas clínicos de la porfiria aguda 
intermitente en 1874. Arthur Henry Downes y Thomas Porter Blunt 
descubrieron los efectos bactericidas de la luz solar en 1877. Por aquella época 
se suponía que el espectro ultravioleta de la luz era responsable del 
enrojecimiento de la piel, las quemaduras solares y el bronceado, pero no fue 
hasta 1889 cuando el oftalmólogo sueco Erik Johann Widmark lo demostró 
experimentalmente. En paralelo, varios informes relataban como la ingesta de 
ciertas drogas o plantas resultaban inofensivas incluso en grandes cantidades, 
pero solo hasta que las personas o animales se exponían a la luz del Sol. Por 
ejemplo, en 1892 Charles Darwin y Karl Dammann describieron la presencia de 
exantemas en animales que habían ingerido alforfón y que eran más graves en 
los que tenían menor pelaje y en aquellos expuestos más tiempo a la luz solar 
(66). 
Pese a los avances citados del siglo XIX, se considera que la fototerapia 
no fue redescubierta hasta principios del siglo XX (66). Arnold Rikki, médico y 
sanador natural suizo, fue de los primeros en llamar la atención del mundo hacia 
el valor curativo de la luz, el aire y los baños de sol (67). Pero fue Oscar Raab en 
el año 1900, en Munich, el primero que realizó y publicó un estudio con método 
científico en TFD (68). Raab documentó por primera vez el proceso de foto-
oxidación biológica intuyendo el poder de un FS en presencia de luz y oxígeno. 
Demostró que el FS naranja de acridina aplicado junto con la luz era capaz de 
producir daño a paramecios (66,69). Por otra parte, Niels Ryberg Finsen, médico 






fototerapia (64,65). Finsen observó que la luz roja e infrarroja generaba cierto 
calentamiento en las reacciones mientras que la luz azul no producía este efecto, 
y no inducía respuestas inflamatorias perjudiciales, como sí lo hacia la luz 
ultravioleta pero, aun así, mataba ciertas bacterias (65). Usó sus conocimientos 
para crear varias lámparas que empleó para tratar infecciones de la piel como, 
por ejemplo, la viruela, la tuberculosis cutánea y el lupus vulgaris. Por estos 
tratamientos, en 1903 fue galardonado con el Premio Nobel de Medicina (64,65). 
En ese mismo año, Tappeiner junto con Jesionek realizaron los primeros 
estudios clínicos de TFD en pacientes con cáncer de piel, lesiones sifilíticas y 
tuberculosas utilizando eosina como FS (66,69). Previamente, en el Instituto 
Pasteur de Paris, Ledoux-Lebards, en 1902 se había demostrado que el oxígeno 
molecular era un componente necesario para hacer reaccionar un FS (66). En este 
sentido, el propio Tappeiner en colaboración con Jodbauer, en 1904, 
introdujeron por primera vez el término “reacción fotodinámica” en una de sus 
obras. La idea de Tappeiner era que el efecto estaba basado en la fluorescencia. 
Paralelamente, Neisser junto con Halberstaedter y, por otro lado, Georges 
Dreyer describieron que el tipo de sensibilización que se producía dependía de la 
luz blanca. En 1908, Hausuman ensayó los efectos de la hematoporfirina (Hp), 
la porfirina de la sangre, sobre eritrocitos, paramecios y ratones. En 1911 
publicó que la Hp era inocua en la oscuridad, mientras que si se exponía a la luz 
del Sol provocaba necrosis en la piel de los ratones. En 1912, Friedrich Meyer-
Betz se inyectó a sí mismo una dosis de Hp observando que se producía una 
ulceración en la zona de la aplicación, seguida de una reacción fototóxica 
generalizada al exponerse a la luz del Sol. Finalmente, en 1931, se aprobó la Hp 
como fármaco bajo el nombre de “Photodyn” para lesiones cancerosas en 
Alemania y, a partir de la década de los 30, la TFD centró sus esfuerzos en el 
tratamiento del cáncer en buena medida debido a los estudios realizados por 
Policard en 1924 y, posteriormente, por Auler y Banzer en 1942 (66,69). En 
ambos estudios se constató que la Hp se concentraba en los tejidos cancerosos al 






previamente con Hp. Esto fue corroborado en 1948 por Figge et al. (64,66) que lo 
utilizó para el diagnóstico de diversos tumores abriendo este nuevo camino. En 
1955 Schwartz et al. desarrollaron un derivado de la Hp, la dihematoporfirina 
(HpD), útil para la identificación y localización de carcinomas, y que fue 
utilizado en pacientes nueve años más tarde por Lipson et al. (65,66). Entre 1978 
y 1989, los estudios realizados por Dougherty et al. con porfirinas sentaron las 
bases del primer FS que sería aprobado por la Food and Drug Administration 
(FDA) USA, en 1995 para el tratamiento del cáncer esofágico por medio de 
TFD, una versión purificada de la HpD llamada Photofrin® (65,66,69). 
En 1990 Kennedy et al. comunicaron el primer caso de TFD utilizando 
tópicamente un reactivo pro-porfirínico, el ácido δ-aminolevulínico (ALA) 
tópico. Este reactivo no es un FS en sí, sino un bioprecursor de las porfirinas 
naturales generadas en todas las células. Por lo tanto, es capaz de incorporarse a 
la vía de biosíntesis de las porfirinas y dar lugar al cúmulo intracelular del 
verdadero FS, la protoporfirina IX (PpIX) (66,69). El ALA al 20 % fue aprobado 
por la FDA y comercializado bajo el nombre de Levulan® en 1999 para tratar las 
queratosis actínicas no hiperqueratósicas, las lesiones precancerígenas y el 
cáncer cutáneo (70). En el 2001, fue aprobado en Europa el empleo de la TFD 
con metil éster del ALA, metil aminolevulinato o aminolevulinato de metilo 
(MAL) al 16% bajo la denominación de Metvix® para el tratamiento de las 
queratosis actínicas y del carcinoma basocelular nodular y superficial. 
Posteriormente, fue aprobado su uso en el carcinoma escamoso in situ o 
enfermedad de Bowen. En la actualidad, son numerosos los FS que han sido 
probados eficaces frente a diversos tumores (71,72). 
En cuanto a la TFDA, pese a que ya en los años 70 se realizaban estudios 
de foto-inactivación de bacterias (73), la idea de poder aplicar está técnica en la 
clínica hospitalaria comenzó a extenderse como un concepto factible a 
principios de los años 90 gracias a experimentos como los de Nitzan et al. que 
redescubrieron la capacidad biocida de las porfirinas frente a bacterias Gram 










2.3.Componentes de la terapia fotodinámica 
 
La TFD tiene tres componentes fundamentales: oxígeno molecular (O2), 
luz y FS. 
 
2.3.1. El oxígeno 
El oxígeno es uno de los elementos más reactivos de la tabla periódica. En 
forma de gas diatómico constituye la base de la respiración celular en los 
organismos aerobios. Sin embargo, a elevadas concentraciones resulta tóxico 
per se incluso para las especies aerobias (75). 
La eficacia de la TFD está directamente relacionada con la capacidad que 
tenga el FS de formar especies reactivas de oxígeno (ERO) (en idioma inglés 
reactive oxygen species, ROS). Este hecho, dependerá, además del FS, de la 
biodisponibilidad de O2 en la zona a tratar. Por tanto, es crucial que el FS pueda 
encontrarse con el O2 para poder llevar a cabo una TFD efectiva (56,58). 
 
2.3.2. La luz 
La luz, como todas las radiaciones electromagnéticas, está formada por 
partículas elementales desprovistas de masa denominadas fotones y por ondas 
portadoras de energía que se propagan a través del espacio mediante la 
combinación de campos eléctricos y magnéticos (figura 6). Sus propiedades 






la distancia existente entre dos crestas consecutivas de la onda, y a este 






Figura 6. Ondas electromagnéticas: representación en el espacio de las 
ondas electromagnéticas de las que se compone la luz. En azul, oscilaciones de 
los campos eléctricos; En rojo, el campo magnético que oscila de la misma 
manera pero en un plano perpendicular al campo eléctrico; En negro, la 
dirección de propagación; Longitud de onda, distancia entre dos crestas 
consecutivas (77). 
 
La expresión luz visible señala específicamente la radiación en el espectro 
visible (figura 7). Aproximadamente está comprendido entre los 400 a 750 nm 
de λ. Es la luz que se utiliza habitualmente para TFD. 
 
Figura 7. Luz visible del espectro electromagnético: representación de 







La elección entre las diferentes fuentes de emisión dependerá de la 
localización de la zona a tratar, la dosis de luz requerida y el FS que se use. La 
superioridad de una sobre otra a nivel general no ha sido demostrada y, por 
tanto, depende de cada aplicación particular (79,80). Como requisito común, los 
dispositivos de administración de luz deben estar clínicamente orientados para 
proporcionar dosimetría suficiente con estandarización que muestre la máxima 
eficacia en la inactivación microbiana a la par que una lesión tisular mínima (81). 
 
2.3.2.1 Clasificación y tipos de fuentes de luz 
Cuando las ondas se suman o se restan, produciendo intensidades 
máximas o mínimas, se denomina luz incoherente. En cambio, cuando todas las 
ondas emitidas tienen la misma λ y la misma orientación se denomina luz 
coherente (figura 8). Podemos clasificar las fuentes de luz para TFD en función 






Figura 8. Tipos de luz: representación gráfica de la emisión de ondas en 
los diferentes tipos de luz. 
2.3.2.1.1. Fuentes de luz no coherentes 
-Luz solar: la luz blanca del Sol es la principal fuente de luz. Mantiene la 
vida en la Tierra siendo la fotosíntesis el proceso dependiente de esta más 
importante en la biosfera (64). Su espectro es prácticamente plano para todas las 
frecuencias, colores visibles (76). Para propósitos fototerapéuticos, destaca por 
su disponibilidad y su nulo coste (64). Por estos motivos fue la fuente de luz 






considera que no es lo suficientemente conveniente (quemaduras solares y 
cáncer de piel) ni confiable (dosis indeterminada) para el uso rutinario (64). 
-Lámparas halógenas, por ejemplo, con el filamento de tungsteno: 
emiten un haz muy grande y divergente por lo que no pueden focalizarse en 
zonas pequeñas (76,80) a no ser que se utilice una lente convergente adecuada 
para focalizar esta luz. Producen luz por incandescencia y, por tanto, generan 
calor. Como lámparas son baratas y han sido usadas a lo largo de la historia en 
TFD (64). 
-Lámparas de haluro metálico o halogenuros metálicos, son 
generalmente de alta potencia con una alta eficacia luminosa en términos de 
lúmenes por vatio. Producen una luz blanca y natural porque tienen un amplio 
espectro de emisión. Por estas características son, en cierta medida, homólogas a 
la luz solar y válidas para la excitación de diversos FS. Por estos motivos se usó 
una lámpara de halogenuro metálico como fuente de luz en el Estudio 1 de la 
presente Tesis Doctoral (83). Además, también se siguió utilizando en los 
Estudios 3 (84) y 4 (85). Entre sus inconvenientes está que requieren un período 
de calentamiento de hasta varios minutos para alcanzar su máximo de luz de 
salida (80). 
-Lámparas de arco, por ejemplo, de xenón: son un tipo especial de 
lámpara de descarga de gas. Utilizan gas de xenón ionizado a alta presión. 
Producen una luz blanca brillante de amplio espectro bastante semejante a la luz 
natural del Sol. A diferencia de las de arco de mercurio, no necesita enfriamiento 
(64,80). 
-Lámparas fluorescentes: son un grupo de características heterogéneas 
en función de los componentes que la formen. En general, espectro de λ de 
emisión más o menos ancho con picos marcados (80). 
-Lámparas de diodos emisores de luz (LED, de las siglas del inglés 
Light Emiting Diode): estas lámparas son dispositivos basados en elementos 
semiconductores activados por la corriente eléctrica. La luz emitida se produce 






calor (64). Son fuentes de luz direccional con la máxima potencia emitida en 
dirección perpendicular a la superficie emisora (81). Aunque su potencia es baja, 
generan luz de suficiente energía en las λ deseadas con un ancho de banda 
suficientemente estrecho (76,80,86). Además, el LED es compacto, liviano y 
requiere poca energía para obtener la λ deseada. Las empresas Quantum Devices 
(Barnweld, Wisconsin, EE.UU) y EXFO (Missassauga, Ontario, Canadá) son los 
principales fabricantes de este sistema a nivel mundial con potencias de salida 
de hasta 150 mW (81). Existen varios diseños que se han probado en TFD. Los 
más utilizados en la clínica permiten el tratamiento de áreas de hasta 144 cm2 
como, por ejemplo, Aktilite®, la más utilizada en España con pico de emisión a 
631nm, o Rhodo-LED® aunque, también existen algunos dispositivos más 
pequeños y focalizados como Ambulight® (87). Todas ellas tienen una λ de 
emisión alrededor de 630 nm. En nuestro laboratorio contamos con una lámpara 
LED de la marca Showtec que emite en rojo, verde y azul (RVA o RGB de las 
siglas en ingles de red, green y blue) y por tanto se puede elegir si emite en rojo 
(pico en 625 nm), verde (pico en 515 nm), azul (pico en 460 nm), colores 
intermedios por suma de dos de estos, o en blanco por suma de los tres. Esta 
lámpara emitiendo en rojo se ha empleado en los Estudios 2 (88) y 3 (84) de esta 
Tesis, en verde en los Estudios 2, 3 y 4 (85), y emitiendo en azul en el Estudio 5 
(89). 
-Lámparas de luz pulsada intensa (IPL, de las siglas del inglés intense 
pulsed light): son una fuente de luz policromática de alta intensidad, con un 
espectro de λ de emisión entre los 515 nm y los 1200 nm. Puede obtenerse, 
mediante diversos filtros una λ concreta, luz parcialmente monocromática y 
unidireccional similar a un haz láser, pero con una menor intensidad (80). 
 
2.3.2.1.2 Fuentes de luz coherente 
Los láseres (del acrónimo del inglés LASER, Light Amplification by 






monocromático, coherente y colimado con un amplio rango de potencia de 
salida como resultado de una emisión estimulada (79). Poseen ciertas ventajas 
frente a las fuentes de luz no coherentes como su capacidad de producir luz de 
alta energía en un rango estrecho de λ que permite la aplicación en zonas muy 
concretas y con un tiempo de aplicación muy corto (76,80,86). Además, pueden 
ser incorporados mucho más fácilmente a sondas (86). Por ejemplo, catéteres de 
globo y fibras ópticas que a su vez pueden tener compatibilidad con 
instrumentación clínica como endoscopios. Estos dispositivos de entrega de luz 
se emplean para lograr suficiente potencia y λ apropiada para la activación del 
FS con una penetración óptima en el tejido diana, consiguiendo una distribución 
espacial de la luz correspondiente con la zona a tratar (81). Pero a pesar de las 
ventajas que parece presentar la implantación de los láseres en cuanto a su 
optimización en la clínica, el hecho de reducir el tiempo de los tratamientos 
fotodinámicos utilizando una mayor densidad de energía lumínica, reduce la 
eficacia debido a una menor oxigenación del tejido (86). 
Algunos ejemplos son: 
-Láseres de colorantes bombeados por argón: son los más utilizados 
para la TFD clínica. El fabricante Coherent (Santa Clara, CA, EE.UU.) fue el 
primero que diseñó un sistema láser de argón/colorante para TFD clínica 
utilizando una λ de 630 nm para la activación de Photofrin® (81). 
-Láseres de diodo como el láser de Arseniuro de Galio-Aluminio 
(GaAlAs o AlGaAs): son fuentes de luz semiconductoras sin las configuraciones 
ópticas de los sistemas láser estándar utilizados en TFD. Diomed Inc. (Andover, 
MA, EE. UU.) obtuvo la aprobación de la FDA para la comercialización de un 
láser de diodo con una λ de emisión a 630 nm para el uso de Photofrin® en 
patologías esofágicas y pulmonares en el año 2000. Asimismo, Biolitec (East 
Longmeadow, MA, EE. UU.) fabricó un láser de diodo de 652 nm y recibió la 
aprobación en Europa para el uso de Foscan®. Este sistema tiene ventajas, como 
el uso sencillo, no ser muy costoso y tener una potencia de salida estable durante 






-Láseres de vapor de metal: el de oro podría generar una λ de 628 nm 
con suficiente potencia para estudios clínicos o experimentales. Sin embargo, 
este láser resulta caro debido a la necesidad de cargas regulares de oro. El de 
cobre cuesta menos de mantener, no obstante, necesita un módulo de láser de 
colorante en el paquete (81). 
-Láseres de femtosegundos: a diferencia de todos los anteriores que son 
de emisión continua, son láseres que producen luz pulsada con duraciones de 
pulso del orden de femtosegundos. Emiten en el infrarrojo por lo que su 
penetración en el tejido es potencialmente mayor y podría aumentar la 
profundidad del tratamiento fotodinámico. Sin embargo, sus posibles ventajas 
son superadas por sus limitaciones actuales, son caros, difíciles de mantener y 
manejar y por ello requerirían personal especializado adicional (80). Están en 
fase inicial de investigación. La figura 9 ilustra el espectro de emisión y el modo 
pulsado visto en un osciloscopio de un láser de femtosegundos (titanio:zafiro) y 
la figura 10 muestra un ejemplo de la irradiación usando ese mismo láser en una 
cubeta con suspensión bacteriana colocada sobre una mesa de traslación. Estas 
fotos han sido tomadas en el Laboratorio de Láseres de Pulsos Ultracortos y 
Procesamiento de Materiales del Departamento de Óptica del Centro de 
lnvestigación Científica y de Educación Superior de Ensenada (CICESE), en 
Baja California, México. 
Figura 9. Espectro de emisión del láser de femtosegundos (Ti:zafiro) 







Figura 10. Ejemplo de irradiación con láser de femtosegundos en una 
muestra de suspensión bacteriana en cubeta de plástico colocada sobre la mesa 
de traslación. La lente de procesado que se utiliza en este ejemplo para enfocar 
el haz láser sobre la muestra es una lente de microprocesado de 4 mm que se 
encuentra en la montura negra que se ve en la parte superior. 
 
-Láser de Nd:YAG (neodimio, y acrónimo del inglés yttrium aluminium 
garnet) emite a una λ de 1064 nm. Muy empleado en la práctica médica (64,80). 
Son de emisión continua pero pueden emitir en régimen de pulsos de 
nanosegundos. La figura 11 es un ejemplo de irradiación con un láser de 
nanosegundos Nd:YAG en el Laboratorio de Láseres de Pulsos Ultracortos y 
Procesamiento de Materiales en el CICESE. 
 
 
Figura 11. Ejemplo de irradiación con el 
láser de nanosegundos (Nd:YAG). Muestra de 
suspensión bacteriana en cubeta de cuarzo 
colocada sobre un soporte que la sujeta por los 








-Láser KTP (de las siglas de sus elementos potasio-titanio-fosfato), no es 
un medio láser propiamente, es un cristal con propiedades ópticas no lineales 
que permite duplicar la frecuencia de la energía (reducir a la mitad la λ), por 
ejemplo, de un láser de Nd:YAG emitiendo a 1064 nm para obtener una emisión 
de luz en 532 nm (verde) (80). 
 
Destacar que los láseres pulsados en el régimen de nanosegundos a 
femtosegundos con frecuencias de repetición entre unos cuantos Hz a MHz 
permiten establecer un escenario térmico controlado de tal forma que se puede 
modular la producción de calor durante la irradiación, de acuerdo a la aplicación 
específica. Considerando lo expuesto, por ejemplo, se puede pensar en un caso 
de eliminación de microorganismos de una herida y un mecanismo cauterización 
donde se utilice un tren de pulsos de forma que cada pulso ejerza una acción de 
inactivación microbiana y la envolvente del tren de pulsos proporcione una 
componente térmica que induzca la cauterización. 
Al margen de la TFDA, la inactivación microbiana mediante láseres es 
una técnica con grandes ventajas entre las que destaca la eliminación de requerir 
un FS, disminución del tiempo de aplicación y posibilidad de aplicación en 
zonas muy concretas. Contrario al mecanismo de generación de ERO que sucede 
en la TFD mediante el uso de un FS y luz de la λ adecuada en exposiciones 
prolongadas, el uso de láseres, y en particular de láseres pulsados, ofrece una 
alternativa de daño celular o del tejido mediante mecanismos físicos como la 
generación de onda de choque y burbujas de cavitación, o bien por 
calentamiento controlado (tal como se ha explicado en el párrafo anterior), o 
directamente por perforación de la pared celular por rompimiento dieléctrico 
denominado ablación. Estos mecanismos de interacción han sido poco 
explorados en términos de inactivación microbiana y representan un terreno 
propicio para la investigación básica puesto que todas las aplicaciones tanto 
clínicas como no clínicas de la TFDA podrían potencialmente llevarse a cabo 






estancia de investigación de seis meses realizada en el Departamento de Óptica 
del CICESE, Baja California, México, durante el periodo de investigación del 
doctorado. 
 
2.3.2.2. Penetración de la luz en los tejidos 
La penetración de la luz a través de un tejido es muy compleja ya que la 
luz se esparce y absorbe cuando entra en el tejido y la extensión de ambos 
procesos depende tanto de la λ de la luz como del tipo de tejido (81). 
Respecto a la , cuanto mayor es, mayor es la penetración tisular (81,90). 
La capacidad de absorción de la luz de los tejidos disminuye con el aumento de 
la , por lo tanto,  mayores penetran más eficazmente a través del tejido (81). 
En relación al tejido, la penetración está influida por el esparcimiento 
óptico dentro de él y por la absorción óptica debida a los cromóforos tisulares 
endógenos, como la hemoglobina que absorbe  inferiores a 600 nm y otras 
moléculas como el nicotin adenin dinucleótido en su forma reducida (NADH), el 
colágeno, y los lipopigmentos (81,90). El más relevante para la penetración de la 
luz en la piel es la melanina que absorbe en todo el espectro visible y que 
además tiene la habilidad de inactivar ERO (91). Por tanto, es importante 
considerar el fototipo de cada persona que viene definido por su cantidad de 
melanina para estimar el grado de penetración de la luz en su piel (56). 
El agua tisular absorbe  superiores a 1.200-1.300 nm, mientras que  
inferiores son absorbidas por los cromóforos tisulares, lo cual resulta en una alta 
fotosensibilidad de la piel. En consecuencia aparece esta horquilla entre 600 y 
1.200 nm que se denomina ventana óptica del tejido y que a su vez es la ventana 
fototerapéutica de la TFD, ya que es el rango de  que se puede emplear para 
tratar lesiones o infecciones (81,92). Por otra parte hay que considerar que λ 
mayores a 850 nm no son suficientes para que se produzca la reacción 
fotodinámica con eficacia. Por tanto, resulta un intervalo aproximadamente entre 






los FS deben absorber en este rango (entre el rojo y el infrarrojo cercano) para 
que el esparcimiento de la luz sea mínimo y la penetración en el tejido máxima 
produciendo el mayor rendimiento de la luz emitida por la lámpara, que sin 
embargo, no siempre es una prioridad. Los FS que absorben en la zona del azul 
tienen mayor rendimiento energético pero menor penetración tisular que 
aquellos que los que absorban en la zona del rojo (81). Así, mientras que para la 
TFD antitumoral se utilizan como FS moléculas derivadas de un núcleo 
tetrapirrólico, de baja toxicidad, de localización selectiva en células tumorales y 
con absorción de luz a  cercanas al infrarrojo, donde la penetración de la luz en 
los tejidos es máxima, para la TFDA frente a agentes causantes de infecciones 
en piel y mucosas es posible utilizar otro tipo de moléculas FS, con máximos de 
absorción a  menores (93). 
La penetración de la luz es alrededor de 1-2 mm para una λ de 400-500 
nm, entre 5-10 mm para 630 nm y aproximadamente el doble para λ entre 700-
850 nm, como norma general. Sin embargo, en la piel, debido al alto 
esparcimiento de la luz en este tejido, la penetración real es inferior, por ejemplo 
con una λ 630 nm es de 1-3 mm (figura 12) (92). 
 
Figura 12. Penetración de la luz en la piel: esquema de la piel y la 
penetración de la luz en función de la longitud de onda (λ) de irradiación. 







2.3.2.3. Dosimetría de la luz 
Conceptos básicos de magnitud de luz que se emplean en TFD (56,76): 
-La potencia es la velocidad a la que se consume la energía, es decir, la 
cantidad de energía entregada o absorbida por un elemento en un momento 
determinado. Se mide en vatios, su símbolo es W (Watt). Un W es el 
equivalente a 1 Julio/segundo (J/s). El Julio es una magnitud de energía, trabajo 
y calor, su símbolo es J (Joule) (76). 
-La irradiancia es un término intercambiable con el de densidad de 
potencia. Es la magnitud utilizada para describir la potencia por unidad de 
superficie de todo tipo de radiación electromagnética. Se expresa en W/cm2 (76). 
-La fluencia, también denominada densidad o dosis de energía, es la tasa 
de energía aplicada, es decir, la relación existente entre la energía suministrada 
por la fuente de luz y la superficie que se irradia. Se puede obtener al multiplicar 
la irradiancia (expresada en W/cm2) por el tiempo de exposición (expresado en 
s). Se mide en J/cm2. En TFD cuando se habla de dosis de luz aplicada, nos 
referimos a este concepto (76). En cuanto a la dosis de luz que hay que 
administrar, es necesario ajustarla en cada caso, y dependerá de la fuente que se 
utilice, la patología a tratar o el experimento que se realice. Se debe considerar 
que con dosis de luz demasiado bajas se produce un daño tisular subletal que es 
reparado, mientras que a dosis demasiado altas se produce una depleción de 
oxígeno que disminuye la eficacia terapéutica (95). De esta forma, si se aplica 
una fuente de luz con intensidad menor pero durante más tiempo, se prolonga la 
oxigenación del tejido, con lo que el daño oxidativo es mayor (86). 
 
2.3.3. Moléculas fotosensibilizantes 
Los FS son cromóforos capaces de interaccionar con los fotones de una 
radiación de λ determinada, para formar un estado de excitación electrónica de 






La transferencia continuada de energía lumínica al FS y las ERO 
formadas promueven la descomposición total o parcial de dicho FS ocasionando 
su pérdida de actividad en un proceso denominado fotoblanqueamiento o 
aclaración del FS (76). 
 
2.3.3.1. Características ideales de un fotosensibilizante 
El tipo de tratamiento fotodinámico condiciona las propiedades que se 
buscan en un FS, no obstante, un FS ideal ha de reunir las siguientes 
características genéricas para ser óptimo (56,81,96–98): 
1. Altamente selectivo para las células diana ya sean microbianas o cancerosas. 
2. Rápida acumulación en las células diana (junto con la alta selectividad, hace 
que se minimice el tiempo y los posibles daños en el organismo, es decir, 
baja toxicidad sistémica). 
3. Toxicidad mínima en oscuridad y solo ser citotóxico en presencia de luz de 
una  definida (inocuo en oscuridad). 
4. Velocidad de fotoblanqueamiento adecuada (si es muy rápido puede no 
llegar a erradicar las células diana, mientras que si es muy lento puede 
provocar reacciones de hipersensibilidad a la luz). 
5. No generar subproductos tóxicos para el paciente (productos del 
fotoblanqueamiento inocuos). 
6. Distribución homogénea en las células diana. 
7. Fácil administración. 
8. Manejo sencillo (fácil de disolver y debería ser capaz de formularse). 
9. Capaz de activarse químicamente con la radiación de una zona concreta del 
espectro dependiendo de la profundidad de la lesión a tratar. 
10. Alta reactividad fotoquímica in vivo con altos rendimientos en la producción 
del estado triplete, con largos tiempos de vida de este y siendo capaz de 
producir efectivamente oxígeno singlete (1O2) y otras ERO (elevada 






11. Fácil obtención o síntesis. 
12. Composición conocida que sea homogénea, químicamente puro. 
13. Estable a temperatura ambiente. 
14. Precio asequible y disponible comercialmente que permita promover la 
utilización extensa del tratamiento. 
 
2.3.3.2. Clasificación y tipos de fotosensibilizantes 
Los FS actuales pueden clasificarse atendiendo a su estructura química en 
compuestos tricíclicos de estructura A-B-C, policíclicos como las porfirinas y 
los que tienen cierta semejanza estructural con ellas ya sean homo o 
heterocíclicos y los que no responden a estas estructuras (56): 
 
2.3.3.2.1. Compuestos Tricíclicos (tabla 1): 
Tabla 1. Principales familias de fotosensibilizantes tricíclicos. 
Adaptado de Pérez-Laguna et al.(56). 
Familia Estructura química A-B-C Miembros principales 
Acridinas Benceno-Piridina-Benceno Naranja de acridina 
Antraquinonas Benceno-Bencenona-Benceno Hipericina y sus sales (derivado de 
quinonas), hipocrelina 
Fenotiazinas Benceno-Tiazina-Benceno MB y sus derivados (NMB, DMMB, 
TBO) 
Furanocumarinas Oxazol-Benceno-Pirilo/Pirilona Psolarenos 
Flavinas Benceno-Pirazina-Pirimidina Riboflavina 
Xantenos Benceno-Pirilo-Benceno RB, eosina, eritrosina, fluoresceína-5-
isotiocianato, rodaminas 
DMMB: 1,9-dimetil azul de metileno; MB: azul de metileno; NMB: azul de metileno nuevo; 
RB: rosa de bengala; TBO: azul de toulidina O. 
 
-Acridinas: son colorantes relacionados con el antraceno, estructura 
tribencénica. El naranja de acridina es el padre de esta familia. Los picos de 
absorción máxima de las acridinas se encuentran en torno a 500 nm. Se ha 
demostrado la producción de 1O2 como mecanismo fotodinámico mayoritario de 






-Antraquinonas: es un grupo de moléculas con estructura también 
relacionada con el antraceno pero con grupos funcionales cetónicos como 
sustituyentes principales en la estructura tricíclica. Su espectro de absorción 
posee una banda de absorción débil pero generalmente muy ancha en la zona 
entre los 350-500 nm dependiente del disolvente en el que se encuentre (101,102). 
-Fenotiazinas: es una familia ampliamente usada en TFDA (61,103,104). 
Estas moléculas destacan por su elevada capacidad de generar 1O2. El pico de 
absorción máxima se encuentra entre los 600-700 nm en disoluciones acuosas. 
El azul de metileno (MB, del inglés methylene blue) es el padre de esta familia 
(105) y de él se derivan el resto de los miembros, el azul de metileno nuevo 
(NMB, new methylene blue), el 1,9-dimetil azul de metileno (DMMB, 1,9-
dimethylmethylene blue) o el azul de toulidina O (TBO, toluidine blue O) entre 
otros (61,104). El FS MB se emplea en los Estudios 1 (83), 2 (88), 3 (84) y 6 (82) 
de la presente Tesis Doctoral y tiene una excelente capacidad para inactivar 
microorganismos mediante TFDA como se demuestra en dichos estudios. 
-Furocumarinas o Furanocumarinas: son compuestos caracterizados 
por tener un anillo furánico en su estructura tricíclica. El grupo más conocido es 
el de los psolarenos y sus derivados que se emplean en fototerapia desde sus 
comienzos ya que pueden presentarse en plantas. Los picos de absorción 
máxima de las cumarinas rondan los 300-350 nm. Cuando se emplean con 
radiación ultravioleta A la terapia se denomina PUVA (por las siglas del inglés 
de psoralen and ultraviolet A) (106,107). 
-Flavinas: la riboflavina o vitamina B2 es la estructura tricíclica con 
mayor número de nitrógenos en sus anillos. Absorbe en picos en el rango de 200 
a 500 nm (108). Se han probado eficaces en la inactivación in vitro de diversos 
organismos mediante el uso de luz ultravioleta (109,110). 
-Xantenos: es un grupo muy numeroso de compuestos halogenados que 
han sido ampliamente estudiados para TFDA, particularmente por su producción 
de 1O2 (104). Poseen un pico de absorción máxima en la zona entre los 400-600 






del inglés rose bengal) (103,111,112) que nuestro grupo ha usado en los Estudios 
1, 2, 3 y 4 de esta Tesis Doctoral con buenos resultados en inactivación 
microbiana (83–85,88). Otros ejemplos son la eritrosina y la eosina que también 
han sido ampliamente utilizadas por otros autores (104). 
 
2.3.3.2.2. Compuestos con estructuras policíclicas 
relacionados con las porfirinas (tabla 2): 
Tabla 2. Principales familias de fotosensibilizantes policíclicos 
relacionados con las porfirinas. Adaptado de Pérez-Laguna et al.(56). 
Origen Familia Miembros principales 
Natural 
Porfirinas, derivados y 
precursores Hp, PpIX, ALA, MAL, TMPyP4 
Clorofilas y derivados Clorofila a y b, Clorinas, bacterioclorina, Isobacterioclorina, mTHPC, Feoforbides, HPPH 
Síntesis 
Artificial 
Porficenos Porficeno CPO, tetraalquilporficenos y derivados del tetrafenilo 
Ftalocianinas Ftalocianina 6, Ftalocianinas hidroxi-aluminicas, Glicoftalocianinas, RLP068/Cl, PC4 
(Métalo)-Purpurinas Octaetil-purpurina (NT2) y etiopurpurina (ET2) + Sn o Zn (SnNT2, ZnET2, SnET2) 
Texafirinas Motexafina con gadolinio o con lutecio 
ALA: ácido metil aminolevulínico; Hp: hematoporfirina; HPPH: 2- (1-hexiloxietil) -2-devinil 
pirofeoforbida-a; MAL: aminolevulinato de metilo; mTHPC: meta(tetra)hidrofenilclorina; 
PC4: ftalocianina 4; PpIX: protoporfirina IX; RLP068/Cl: cloruro de ftalocianina tetracationic 
Zn(II); TMPyP4: tetra- (N-metil-4-piridil) porfirina. 
 
-Porfirinas, derivados y precursores: consisten en una estructura central 
con cuatro anillos de pirrol, que suele ir acompañada de un elemento, 
generalmente metálico, formando complejo con los átomos de nitrógeno 
centrales. El espectro de absorción de los tetrapirroles posee su máximo de 
absorción en la zona entre 300-400 nm, denominada “banda de Soret”, y un 
grupo de bandas de menor intensidad en la zona entre 500-700 nm conocidas 
como “banda Q” (104,113). La Hp, un ejemplo de ésta familia, se encuentra en 
forma reducida en los eritrocitos como PpIX, la cual se acompleja con el hierro 
para formar el grupo hemo, que es el grupo prostético de la hemoglobina (114). 






de sus precursores MAL y ALA (59,96) si bien también se usan nuevas porfirinas 
(71). 
-Clorofilas y derivados: son moléculas con cierta semejanza estructural a 
las porfirinas clásicas. La clorina presenta una insaturación menos que la 
porfirina, y la bacterioclorina e isobacterioclorina dos menos. Se caracterizan 
por encontrarse acomplejadas por un átomo de magnesio (Mg2+) (115). Presentan 
gran absorción en la parte del espectro de la luz visible con excepción de la zona 
verde (56), de hecho, la intensidad de su pico de absorción es alrededor de diez 
veces mayor que el de las porfirinas (116,117). Son insolubles en agua pero se 
pueden vehiculizar con maltosa, glucosa (97) o maltotriosa (118) para aumentar 
su solubilidad. Mayoritariamente utilizadas en TFD frente a cáncer (71), por 
ejemplo, la meta(tetra)hidrofenilclorina comercializada como Foscan® y sus 
derivados destacan entre los FS más activos para TFD antitumoral (119). 
-Porficenos y porfirinoides: son isómeros estructurales de las porfirinas. 
Poseen un espectro de absorción similar a ellas. Se han demostrado útiles tanto 
para TFD antitumoral (115) como para TFDA (120,121). 
-Ftalocianinas: son tetrapirroles que, si se encuentran acomplejados con 
metales como el aluminio o el zinc, son capaces de generar alta producción de 
1O2. Presentan un pico máximo de absorción a 650-700 nm (56). Son altamente 
hidrofobicas (104) y completamente inocuas en ausencia de luz. Se han utilizado 
en TFD antitumoral y los conjugados de este FS con zinc han sido patentados 
tanto para TFDA y fotodiagnóstico de enfermedades infecciosas (116) como para 
el tratamiento del cáncer (71). 
-Métalo-purpurinas: son clorinas modificadas, generalmente a partir de 
productos de la degradación de las clorofilas, con marcada absorción en el rojo 
(630-715 nm) (56). Solo las que se encuentran acomplejadas con Sn2+ o al Zn2+ 
poseen eficacia fotodinámica. La Purlytin SnET2 es la más representativa y se 
encuentra en fase de estudio preclínico para cáncer (71,117). 
-Texafirinas: son porfirinas patentadas acomplejadas con lantánidos. Las 






Absorben en la región entre 730-770 nm. Se denominan Lutex, Antrin, Lutrin, u 
Optrin y están en diferentes fases de ensayos clínicos frente a diversos tipos de 
cáncer (71). 
 
2.3.3.2.3. Otros compuestos (tabla 3): 
Tabla 3. Otros fotosensibilizantes. Adaptado de Pérez-Laguna et al.(56). 
Origen Estructura característica Familia Miembros principales 
Natural Diferuloilmetano Curcuminoides Cúrcuma y derivados 
Síntesis 
Artificial 





BF4, BF6, BF21, BF24, FC4S, 
C60-(Glc)1, C70, C82, C84 
BF4: fullereno mono-pirrolidinio; BF6: fullereno de tris-pirrolidinio; BF21 y BF24: fullerenos 
tetrakis-catiónicos; C60-(Glc)1: fullereno monoglicosilado; C70, C82 y C84: fullarenos con 
70, 82 o 84 átomos de carbono respectivamente; FC4S: fullereno hexakis-aniónico;  
 
-Cúrcuma y derivados: El FS más conocido de esta familia es la 
curcumina (CUR) que tiene una absorción máxima a 430 nm (56,104). Es un 
colorante natural aprobado como aditivo alimentario (E100) (122) que se extrae 
de diferentes plantas, principalmente Curcuma longa. La seguridad de su uso en 
cuanto a baja toxicidad (123) junto con que se ha demostrado su capacidad 
fototóxica tanto frente a células bacterianas como células cancerosas hace que la 
CUR y sus diversos derivados denominados curcuminoides sean una familia 
particularmente prometedora de FS para TFD (71,124–126). De hecho, el FS 
CUR se emplea en el Estudio 1 de la presente Tesis Doctoral mostrando 
capacidad de inactivación bacteriana (83). 
-Complejos de molibdeno: Grupo de síntesis artificial basado en el Mo 
(II). Es un grupo nuevo pero con cierto recorrido histórico. En 1981 por primera 
vez se sintetiza Mo6Cl142- y se describen sus propiedades luminiscentes (127). En 
1990 se describe la generación de oxígeno singlete por parte del clúster 
[Mo6X8Y6]2- (128). En 1996 se encapsula Mo6Cl12 en polivinilpirrolidona (PVP) 
mejorando la generación de 1O2 (129). En 2011 se describe el nuevo clúster 






fotoactivo aplicable a superficies textiles que resulten bactericidas al ser 
irradiados con luz solar (131). En 2016 se sintetizó y caracterizó la familia 
completa de derivados (132). En ese mismo año, nuestro grupo probó por 
primera vez el complejo [Mo6I8(CH3COO)6]2− enlazado a un polímero de tipo 
poliestireno macroporoso (pico de absorción a 430 nm) como FS para TFDA 
con éxito (89). Esta labor se recoge en el Estudio 5 de la presente Tesis Doctoral. 
La principal novedad es conceptual, dado que es el primer ejemplo de complejo 
de Mo utilizado en TFDA. Además de la alta eficiencia en la destrucción de 
bacterias, se ha observado que el polímero con este complejo es muy 
fotoestable, es decir, no se autodestruye fácilmente con la luz, mientras que 
otros FS acaban degradándose con la irradiación (89,133). La eficiencia y 
estabilidad que tienen otros complejos de Mo y cómo influyen otros polímeros 
como soporte, continúa en estudio. A este respecto, recientemente hemos 
reportado que el complejo [Mo6I8(CH3COO)6]2− enlazado a un polímero de 
poliestireno tipo macroporoso da mejores resultados fotobactericidas que cuando 
se une a un poliestireno tipo gel (133) como puede consultarse en el estudio al 
respecto que se presenta en el Anexo II de publicaciones secundarias 
relacionadas con la Tesis. 
-Compuestos fullerénicos: su estructura no está relacionada con las 
porfirinas aunque es también policíclica pero formando esferas. Absorben en las 
regiones del azul y verde (56,104). Se han utilizado en TFDA y TFD antitumoral. 












2.4. La reacción fotodinámica 
 
La reacción fotodinámica es el proceso en el que intervienen los tres 
componentes de la TFD, luz, FS y oxígeno, y de una forma simplificada es el 
siguiente: 
Se necesita una fuente de luz que emita a una λ coincidente con la λ de 
absorción del FS para que sea capaz de excitar al FS que pasa de su estado basal 
a un estado transitorio singlete (1FS*) y finalmente alcanza su estado de 
excitación triplete (3FS*). En la reversión a su estado basal, la energía que se 
libera reacciona con el oxígeno molecular y hace que se formen ERO que son 
las que dañan las células diana. Si las ERO que se generan son anión 
superóxido, peróxido de hidrógeno o radical hidroxilo, se denomina reacción de 
tipo I y, si se genera oxigeno singlete, de tipo II (figura 13) (55,56). 
 
 Figura 13. Mecanismo de acción simplificado de la terapia 
fotodinámica: diagrama básico del mecanismo de acción de la terapia 
fotodinámica. FS: fotosensibilizante en estado basal; 1FS*: fotosensibilizante en 
su estado singlete; 3FS*: fotosensibilizante en estado triplete excitado: hv: 
fotones. Adaptado de García-Quintanilla et al. (55). 
 
2.4.1. Proceso fotofísico y fotoquímico 
Los FS son moléculas capaces de presentar un aumento en su reactividad 






espectro de la luz visible y, por tanto, son inofensivas per se. De este modo, los 
FS en estado basal o fundamental, es decir, con todos los electrones con espines 
apareados y en orbitales de baja energía, modifican su estructura electrónica 
mediante una radiación de λ adecuada, la λ de absorción del FS. El FS absorbe 
un fotón (hv) y alcanza un estado electrónicamente excitado denominado 
singlete 1FS* (FS + hѵ FS*) (figura 14). Este hecho sucede debido a la 




Estado basal                    Absorción de un fotón              Estado excitado
  
Figura 14. Excitación de un fotosensibilizante: ilustración simplificada 
de cómo un fotosensibilizante en su estado basal (FS) pasa a su estado excitado 
(FS*) por absorción de un fotón (hv): FS + hѵ FS* 
 
En el estado excitado 1FS*, los espines de los electrones del orbital de 
mayor energía se encuentran emparejados lo que confiere al FS una reactividad 
aparente baja. Sin embargo, este estado es transitorio volviendo a su estado basal 












Figura 15. Reacción fotodinámica: diagrama modificado de Jablonski 
que resume los procesos fotoquímicos radiactivos, no radiativos y mecanísticos 
(tipo I y tipo II) que pueden darse durante el proceso de TFD. Adaptado del libro 
“Chemical Aspects of Photodynamic Therapy” (64). 
 
1) Calor (ver figura 15): 
El 1FS* puede desactivarse y regresar a su estado fundamental 
retornando su energía en forma de calor mediante los siguientes procesos 
no radiativos (64,138): 
-Relajación vibracional: el FS excitado disminuye su energía 
vibracional dentro de un mismo estado electrónico (1FS2) 
-Conversión interna: el FS excitado disminuye su energía vibracional 
mediante una transición entre dos estados electrónicos con la misma 
multiplicidad de espín, generalmente seguida de una relajación 
vibracional (1FS2  1FS1 / 1FS1  1FS0) 
-Cruce entresistemas, también denominado KISC: el FS excitado 
disminuye su energía vibracional mediante una transición entre dos 
Mecanismo Tipo II: 
Transferencia de Energía 
(EROs: 1O2) 
Mecanismo Tipo I: 
Transferencia de hidrógeno o electrón 






estados electrónicos con distinta multiplicidad de espín, generalmente 
seguida de una relajación vibracional (1FS1  3FS1) 
 
2) Energía electromagnética (ver figura 15): 
El 1FS* también puede desactivarse y regresar a su estado 
fundamental retornando su energía en forma de radiación electromagnética, 
mediante los siguientes procesos radiativos (64,138):  
-Fluorescencia: emisión espontánea de radiación durante la 
transición entre dos estados electrónicos con la misma multiplicidad de 
espín  (1FS1  1FS0) 
-Fosforescencia: emisión espontánea de radiación durante la 
transición entre dos estados electrónicos con distinta multiplicidad de 
espín ( 3FS1  1FS0) 
 
Respecto al estado triplete excitado 3FS1*, estas moléculas presentan una 
inversión en el espín de uno de sus electrones dando lugar a un 
desemparejamiento que hace que sea mucho más reactivo que el estado 
transitorio 1FS1* (63,138). Cuando se generan, pueden liberar su energía de 
excitación transfiriéndola a otra molécula presente en el medio por dos vías: 
mediante el mecanismo tipo I por reacciones fotoquímicas, como la 
transferencia electrónica o abstracción de H en el estado excitado, o bien por el 
mecanismo tipo II por sensibilización del oxígeno singlete 1O2 (figura 15) 
(64,138). Estos procesos se explican en detalle en el siguiente punto (ver apartado 
2.4.2). 
En consecuencia, la fotosensibilización es un proceso por el cual una 
alteración fotoquímica o fotofísica de una entidad molecular ocurre como 
resultado de una absorción inicial de radiación por otra entidad molecular. En 
TFD el proceso que se da es un caso particular de la fotosensibilización donde el 
FS es el que absorbe la radiación y la entidad que sufre la alteración es el 







2.4.2. Vías de generación de especies reactivas de 
oxígeno 
Existen dos mecanismos principales por los que un 3FS1* por su 
interacción con el oxígeno molecular (3O2) puede formar ERO. Se denominan 
reacciones de tipo I y de tipo II. En las de tipo I se forman ERO como el anión 
superóxido (O2•-), radical hidroxilo (OH•) o peróxido de hidrógeno (H2O2) 
mientras que en las de tipo II se caracterizan por la formación de oxígeno 
singlete (1O2) (64,138) (figura 16). 
 
Figura 16. Oxígeno molecular y las especies reactivas de oxígeno 
(ERO): Representación gráfica de los enlaces y la configuración electrónica de 
las moléculas mediante diagrama de Lewis. 
 
2.4.2.1. Mecanismo tipo I 
El FS en su estado excitado (FS*) reacciona con un substrato (R) para 
formar radicales libres. Estos rápidamente reaccionarán con el oxígeno 
molecular para formar radicales peróxidos que iniciarán reacciones en cadena y 
formarán ERO. El esquema de transferencia de energía química por este 
mecanismo sufre el siguiente proceso general: 
FS + hѵ  FS* 







Concretamente, la reacción entre el FS excitado y el sustrato es por 1) 
transferencia electrónica o por 2) abstracción de hidrogeno: 
 
1) Transferencia electrónica: FS* + R  FS+ • + R-• 
Es el caso del FS* al reaccionar con el O2, formando el anión 
superóxido (O2-•): 
FS* + 3O2  FS+• + O2-• 
El superóxido por sí mismo no es muy reactivo debido a que vuelve a 
oxidarse fácilmente a oxígeno molecular. Sin embargo, la forma 
protonada, el radical hidroperóxido, sufre una dismutación espontánea que 
genera oxígeno molecular y peróxido de hidrógeno (H2O2): 
O2-• + H+ HOO•  H2O2 + 3O2 
A su vez, el H2O2 puede experimentar la reducción de un electrón 
generando el radical HO• en sistemas biológicos a través de una reacción 
tipo Fenton: 
H2O2 + Fe2+  OH• +OH- +Fe3+ 
Estos radicales hidroxilo tienen un radio de acción muy limitado 
espacialmente por lo que su acción se ve limitada al espacio concreto 
donde se forman (139). 
 
2) Abstracción de hidrógeno: 
Implica la transferencia de un átomo de hidrógeno (reducción) al FS 
de estado excitado (FS*). Esto genera radicales libres capaces de 
reaccionar rápidamente con el oxígeno molecular y crear una mezcla 
compleja de compuestos intermedios de oxígeno reactivos, incluidos los 
peróxidos reactivos capaces de desencadenar un torrente de eventos 
citotóxicos, que pueden culminar en daño celular y muerte (117). 
FS* + R-H  FS-H• + R• 






RO2• + R-H  RO2H + R• 
 
2.4.2.2. Mecanismo tipo II 
Implica una transferencia directa de energía entre el 3FS1* y el oxígeno 
molecular. El esquema de transferencia de energía de este mecanismo sufre el 
siguiente proceso general: 
3FS1* + 3O2  1FS0 + 1O2 
Se genera un radical de corta duración (<40 ns en sistemas biológicos) y 
de muy corto radio de acción (5-20 nm), por lo que su efecto se encuentra 
limitado al lugar donde se forme, pero de un alto poder oxidante, llamado 
oxígeno singlete (1O2), el cual es capaz de dañar directamente al material 
biológico (71,117,140). 
Cuando el 3FS1* colisiona con el oxígeno molecular, elimina el triplete 
invirtiendo un espín de los electrones más externos del oxígeno molecular (3O2), 
generando dos formas de oxígeno singlete (figura 17), mientras simultáneamente 
se vacía el estado excitado de triplete del FS* (117). 
El estado de 1O2 de mayor energía tiene una vida muy corta y se relaja 
rápidamente al estado excitado de energía más baja. Es, por lo tanto, esta forma 








Figura 17. Diagrama de orbitales moleculares del oxígeno singlete. 
Adaptado de Josefsen y Boyle (117). 
 
2.4.3. Efecto en biosistemas 
La formación de ERO es habitual en sistemas biológicos, derivada de 
diferentes procesos y como consecuencia del envejecimiento de las células. Para 
protegerse de los efectos de las ERO, las células disponen de diferentes sistemas 
de amortiguación: enzimas como la superóxido dismutasa (que desactiva el O2-•) 
y la catalasa (que desactiva el H2O2), péptidos antioxidantes como el glutatión o 
azúcares antioxidantes como el ácido ascórbico (ambos desactivan el OH•) 






en la TFD sobrepasan el efecto protector de estos sistemas de choque y se 
presentan insuficientes a la hora de proteger a la célula (59,136). 
La capacidad de un FS de producir daño está condicionada por la 
capacidad que éste tenga de formar mayor o menor número de moléculas de FS 
excitado en estado triplete (3FS1*) (63). La consecuencia de esta serie de 
reacciones culmina con la formación de ERO que en un sistema biológico 
provocan daño a diversos sustratos siendo capaces de destruir múltiples células 
(59,136). 
El mecanismo tipo II da lugar a 1O2 que reacciona con substratos ricos en 
electrones como los alquenos, anillos aromáticos, fenoles, aminas y tioéteres que 
se encuentran en biomoléculas como los lípidos insaturados, colesterol, α-
aminoácidos, proteínas y ácidos nucleicos. Asimismo, también se conoce que la 
formación de ERO por el mecanismo tipo I por parte de algunos FS es crucial 
para la oxidación de biomoléculas esenciales en ciertos sistemas biológicos 
(143). 
Ambos mecanismos han sido propuestos para explicar el daño en los 
ácidos nucleicos y en la membrana citoplásmica letal para las células bacterianas 
(79). No obstante, en TFDA se acepta que la ERO más importante es el 1O2 y que 
es adecuado para matar bacterias, virus y hongos en sitios localizados por el 
corto tiempo de vida y el escaso radio de acción. Por ello, el tejido circundante 
no se ve afectado por el daño del 1O2 haciendo de las reacciones tipo II la vía 
ideal para el tratamiento de infecciones tópicas (143). 
La muerte celular que se da principalmente mediante apoptosis, necrosis o 
autofagia puede definirse como una pérdida irreversible de la integridad de la 
membrana plasmática (144). El camino que sigue una célula como consecuencia 
de la reacción fotodinámica depende, en su mayoría, de cuales sean las dianas 
celulares del FS, las ERO formadas y del tipo de célula, es decir, de su 
complejidad celular (143). Por ejemplo, en TFD frente a células cancerosas, se ha 
visto que los FS que se acumulan en la membrana citoplasmática son más 






monocatiónicos y dicatiónicos. Aun así, un mismo FS es capaz de inducir 
procesos pro-apoptóticos y pro-necróticos, y en equilibrio con éstos, procesos de 
autofagia dependiendo en gran medida de su concentración, del tiempo de 
contacto con la célula y de la dosis de luz utilizada (145). 
Respecto a la TFDA, los estudios han demostrado que los efectos 
fotooxidativos causados por la mayoría de los FS en las células microbianas 
causan daño a múltiples dianas como el ADN, la integridad de la membrana, la 
actividad de la proteasa y el lipopolisacárido (LPS) (figura 18) (143). 
 
Figura 18. Multiplicidad de dianas: ilustración adaptada de Hamblin et 
al. (143) que representa la multiplicidad de dianas de las especies reactivas de 
oxigeno (ERO, o ROS en inglés) en una célula bacteriana (izquierda) y célula 
fúngica (derecha). 
 
Cada FS presenta diferente grado de permeabilidad en cada tipo de célula 
y distinta afinidad por cada estructura celular. Además, a medida que avanza el 
proceso de fotoinactivación, el daño celular que van ocasionando las ERO, hace 
que los FS puedan alcanzar otras estructuras celulares generando en ellas ERO y 
dañándolas también. Esta multiplicidad de dianas de las ERO en TFDA dificulta 
la aparición de resistencias porque el hecho de que los FS no tengan una única 
diana específica en la célula hace que al ser irradiado se produzcan ERO en 
diferentes estructuras de la misma y ocasionen su destrucción de distintas 
formas. En consecuencia, que se produzca selección de resistentes a múltiples 






ser una alternativa viable frente a los antibióticos, ya que no se conoce que los 
microorganismos adquieran resistencia contra este tratamiento (79,143,146). 
 
 
2.5. Dianas de la terapia fotodinámica 
antimicrobiana 
 
 Las dianas celulares de la TFDA son todo tipo de microorganismos 
(bacterias, hongos y parásitos) incluyendo los virus (figura 19) (56,59,136,147). 
 
Figura 19. Tipos de dianas: esquema de Sharma et al. (147) que ilustra 
las posibles dianas de la TFDA. 
2.5.1. Los virus 
Los virus son agentes infecciosos que se replican dentro de las células 
vivas de otros organismos. Su estructura es muy simple: se componen de 
material genético que puede ser ADN o de ARN, y una cubierta proteica que lo 
protege llamada cápside. Además, algunos también poseen una bicapa lipídica 
que los rodea cuando se encuentran fuera de la célula a la que infectan 
denominada envoltura vírica (148). 
No todos provocan enfermedades puesto que algunos se reproducen sin 






enfermedades graves. Las infecciones que ocasionan son de carácter agudo o 
crónico, cuando el virus continúa multiplicándose en el cuerpo evadiendo los 
mecanismos de defensa del huésped (149). 
En humanos provocan un amplio abanico de enfermedades más y menos 
graves (figura 20) (150). En los animales, pueden ser importantes patógenos del 
ganado, por ejemplo, en casos de enfermedades como la fiebre aftosa y la lengua 
azul (151), y en los animales de compañía en casos como la parvovirosis canina 
(152). 
 
Figura 20. Infecciones víricas: esquema que ilustra la localización de las 
principales infecciones víricas de humanos y las principales especies 







Los antibióticos no tienen ningún efecto sobre los virus, pero se han 
desarrollado varios medicamentos antivirales y, en algunos casos, la respuesta 
inmune para impedir la infección también puede producirse mediante vacunas 
que confieren una inmunidad adquirida artificialmente. Aun así, hay dificultad 
para combatir ciertos virus con medios convencionales (153,154). La necesidad 
de nuevas estrategias para eliminarlos ha abierto el camino a la TFDA, que 
además se encuentra con la ventaja que supone la estructura simple de los virus 
para que, con su mecanismo de acción mediante ERO, le resulte más fácil su 
eliminación en comparación con otros agentes infecciosos como bacterias y 
hongos mucho más complejos estructuralmente (56,136). 
Como resultado, gran parte de los estudios clínicos iniciales de TFDA se 
dirigieron a lesiones virales (136). Por ejemplo, en 1973 se publicó el primer 
caso de herpes tratado con TFD usando la proflavina como FS (155) y enseguida 
se fueron sucediendo otros casos (156). En los últimos años, se han llevado a 
cabo varios ensayos clínicos de TFDA contra infecciones víricas, especialmente 
frente al virus del papiloma humano con el fin de tratar la papilomatosis 
(136,157). Cabe destacar que al comparar la susceptibilidad entre los virus, varios 
informes concluyeron que los que tienen envoltura de lípidos son más 
susceptibles a la TFDA que los que no, aunque no aclaran los motivos. No 
obstante, la mayoría de los trabajos sobre virus y TFDA son in vitro y se han 
orientado al uso de esta metodología para la esterilización de sangre o productos 
sanguíneos (140). Incluso se han realizado estudios de TFDA con el fin de 
disminuir la carga viral plasmática de pacientes con virus de la 







2.5.2. La célula bacteriana 
Las bacterias, en la clásica clasificación taxonómica, constituyen el Reino 
Monera. Son organismos procariotas y como tales carecen de núcleo y orgánulos 
delimitados por membranas. 
La membrana citoplasmática es una bicapa lipídica compuesta 
fundamentalmente de fosfolípidos en la que se insertan proteínas. Realiza 
numerosas funciones entre las que se incluyen las de barrera osmótica, 
transporte, transducción de energía, centro de replicación de ADN y punto de 
anclaje para los flagelos (158). 
La técnica de tinción de membranas de bacterias desarrollada por Hans 
Christian Gram (159) en 1884, se denomina tinción de Gram y se usa para 
clasificar a las bacterias: las Gram positivas son las que se visualizan de color 
morado y las bacterias Gram negativas se visualizan de color rosa. La tinción 
diferencial se debe a las diferencias en la estructura y los componentes entre los 
dos tipos de bacterias que se visualizan con este método de tinción. 
Externamente a la membrana celular, la mayoría de bacterias poseen una 
pared celular compuesta por peptidoglicano. En las Gram positivas esta pared es 
más gruesa, llegando a estar constituida por varias decenas de capas. En las 
Gram negativas la pared suele ser muy fina, incluso monocapa, pero además, 
presentan una segunda membrana lipídica, es decir, tienen una membrana 
externa rodeando a la delgada pared celular. El espacio comprendido entre la 
membrana citoplasmática y la pared celular y, en el caso de las Gram negativas, 
también el espacio entre la pared y la membrana externa se denomina espacio 







Figura 21. Pared y membrana de una bacteria: esquema de la pared 
celular y la membrana celular de una célula bacteriana: izquierda, Gram 
negativa con su membrana externa; derecha, Gram positiva (158). 
 
Las diferencias entre las bacterias Gram positivas y negativas hacen que 
tengan una sensibilidad desigual a la TFDA resultando las Gram positivas más 
sensibles (56,161). Mientras que las bacterias Gram positivas se inactivan con FS 
catiónicos, aniónicos e incluso neutros, sólo los FS catiónicos son activos frente 
a las Gram negativas (56,162). La clave se encuentra en que la pared compuesta 
por peptidoglicanos y ácidos lipídicos de las Gram positivas permite el paso de 
los FS mientras que en las Gram negativas, la doble membrana dificulta su paso 
(56,161). Si se quiere solventar este inconveniente a la hora de atravesar la 
membrana de las bacterias Gram negativas por parte de los FS que no son 
catiónicos, una opción es unir estos FS a un vehículo molecular catiónico como 
a la poli-L-lisina (161). Otro enfoque para solventar esta dificultad es combinar 
el tratamiento de TFDA con diversas moléculas que aumenten la permeabilidad, 
por ejemplo, utilizando ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) que induce un 
desequilibrio electrostático en su estructura mediante el quelado de metales 
divalentes, lo cual conduce a su desorganización como consecuencia de la 
repulsión entre las cargas negativas de elementos estructurales (61). No obstante, 
varias familias de FS, por ejemplo, las fenotiazinas, ftalocianinas o porfirinas, 






de bacterias Gram positivas como de Gram negativas, desplazando a los metales 
divalentes que estabilizan las cargas negativas estructurales presentes en la 
superficie externa, ya que poseen constantes de afinidad de 2 a 4 órdenes de 
magnitud mayores. Además, debido al carácter anfifílico de los FS, el mismo FS 
puede actuar como elemento de desorganización de la pared. Por ello, 
empleando estos tipos de FS es posible fotoinactivar bacterias Gram negativas 
sin necesidad de una combinación o un tratamiento previo (60). 
Continuando en términos estructurales, las micobacterias se merecen una 
mención aparte porque son un tipo especial de bacterias que aunque entran 
dentro de la categoría de Gram positivas no se tiñen con la tinción de Gram. Son 
bacterias ácido-alcohol resistentes. Esta peculiaridad radica en que todas las 
especies de Mycobacterium spp. tienen la pared celular más gruesa, rica en 
ácidos micólicos y en lípidos que hacen que su superficie sea hidrófoba. Dicha 
pared celular proporciona una mayor protección a este género de bacterias y de 
ahí la dificultad de combatirlas tradicionalmente (163). Respecto a la TFDA, a 
pesar de que ciertas publicaciones han demostrado su eficacia frente a 
micobacterias in vitro son escasos los estudios in vivo (146,164). 
Respecto al estado en el que se encuentran las bacterias en el medio, en su 
forma libre, se denominan bacterias planctónicas, pero ciertas Gram positivas, 
Gram negativas, e incluso levaduras como Candida albicans, pueden formar 
parte de un tipo de estructura de agregación particular que recibe el nombre de 
biofilm o de biopelícula. Concretamente, estos términos equivalentes describen 
a una comunidad sésil, formada por microorganismos de la misma especie o no, 
que se caracteriza porque las células están unidas irreversiblemente a un 
substrato o interfaz o entre sí, y están incrustadas en una matriz extracelular de 
sustancias poliméricas que han producido. Exhiben un fenotipo alterado con 
respecto a la tasa de crecimiento y transcripción de genes en comparación con 
las células en estado planctónico (165). 
Las biopelículas son universales y se producen en sistemas acuáticos e 






relevantes para la salud pública. La importancia radica en que los 
microorganismos que se encuentran en este estado se hallan muy protegidos del 
medio externo. Como resultado, son altamente resistentes a los agentes 
antimicrobianos y al sistema inmune del huésped, y se ha demostrado que están 
asociados con varias enfermedades y con la naturaleza crónica de las 
infecciones, un ejemplo lo encontramos en la fibrosis quística (165). 
La TFDA se ha demostrado eficaz tanto frente a bacterias en estado 
planctónico como en biopelícula, pero al comparar una misma especie 
bacteriana en los dos estados, en biofilm se requiere una dosis 
significativamente mayor (cantidad de fluencia y/o de FS) para la inactivación 
microbiana (56,166) como así se puede observar en el Estudio 4 de la presente 
Tesis Doctoral sobre TFDA usando RB contra la misma cepa de S. aureus en 
estado planctónico y formando biofilm (85). Para intentar solventar este hecho, 
en ciertos estudios de TFDA contra biopelículas, el tratamiento fotodinámico se 
combina con el empleo de ciertas moléculas disruptoras (166). 
En cuanto al papel de las bacterias en la naturaleza, son organismos muy 
abundantes y ubicuos (167,168): 
-Resultan imprescindibles para el reciclaje de los elementos, pues muchos 
procesos fundamentales de los ciclos biogeoquímicos dependen de estas, por 
ejemplo, la fijación del nitrógeno atmosférico. 
-En la industria, las bacterias son importantes en procesos tales como el 
tratamiento de aguas residuales, en la producción de mantequilla, queso, 
vinagre, yogur, etc., y en la fabricación de medicamentos y de otros 
productos químicos (168). 
-En el cuerpo humano hay aproximadamente diez veces más células 
bacterianas que células eucariotas, la mayor parte se encuentran en el tracto 







 Solo una pequeña parte de las bacterias causan enfermedades en los seres 
humanos pudiendo provocar un amplio abanico de mayor o menor gravedad 
(figura 22) (150): 
 
Figura 22. Infecciones bacterianas: esquema que ilustra la localización 
de las principales infecciones bacterianas humanas y las principales especies 
involucradas en estas (150). 
 
Cabe destacar que las bacterias de los géneros Staphylococcus o 
Streptococcus, que se consideran parte de la flora humana normal y 
generalmente se encuentran en la piel o en la mucosa bucal y nasal sin causar 






meningitis e incluso sepsis, una respuesta inflamatoria sistémica que produce 
shock, vasodilatación masiva y puede acabar en deceso (169). Además, recordar 
que S. aureus es uno de los microorganismos del grupo ESKAPE muy 
importante en el problema de la resistencia a los antibióticos (15,17). También 
hay que tener en cuenta que bacterias de ambos géneros se encuentran formando 
biofilm habitualmente (165). Como consecuencia, por la gravedad de las 
enfermedades que pueden causar y la dificultad para combatirlas mediante los 
antimicrobianos clásicos, estas células son dianas frecuentes de los estudios de 
TFDA y, en especial, la inactivación de S. aureus es un objetivo prioritario de la 
TFDA (146). Concretamente, en nuestros trabajos Streptococcus mutans y 
Streptococcus sanguinis fueron elegidos como microorganismos diana de los 
Estudios 1 (83) y 2 (88), y S. aureus de los Estudios 3 (84), 4 (85) y 5 (89) de la 
presente Tesis Doctoral. Además el Anexo II de publicaciones secundarias 
relacionadas con la Tesis incluye un trabajo descriptivo centrado en diferentes 
cepas de S. pseudintermedius que pasan de actuar como comensales en perros a 
patógenas en humanos inmunosuprimidos (7). 
Otro género a destacar es Pseudomonas cuya especie de mayor relevancia 
en la clínica es P. aeruginosa, también con capacidad de formar biopelículas y 
miembro del grupo ESKAPE (14,17). Asimismo, es objetivo diana de 
numerosos estudios de TFDA (59) y fue elegida como microorganismo diana 
junto con S. aureus en un estudio de TFDA llevado a cabo por nuestro grupo 
(133) que se recoge en el Anexo II de publicaciones secundarias como apartado 
2. En dicho estudio se fotoinactivó con éxito, aunque, en comparación con S. 
aureus, para las mismos porcentajes de inhibición se requerían dosis de fluencia 
significativamente mayores lo cual es relativamente frecuente al comparar 
tratamientos de TFDA frente a Gram positivos como es el caso de S. aureus con 
Gram negativos como es P. aeruginosa, por las diferencias en su estructura ya 







2.5.3. La célula fúngica 
Los hongos en la clásica clasificación taxonómica constituyen el Reino 
Fungi y se subdividen en cinco phylas: Chytridiomycota, Zygomycota, 
Glomeromycota, Ascomycota y Basidiomycota (170). 
Son organismos eucariotas con metabolismo quimioheterótrofo. En 
general, presentan carga negativa (143). La membrana celular con ergosterol 
regula el paso de sustancias hacia el interior y el exterior de la célula. La pared 
celular, compuesta en general por quitina, glucanos y mananoproteinas, es una 
estructura esencial. La quitina es un polisacárido lineal que proporciona a la 
estructura celular resistencia y rigidez, así como la propiedad de que sea 
insoluble en agua y en solventes orgánicos. Los glucanos son los polisacáridos 
ramificados estructurales más importantes, actuando también como reservorio 
energético. Las mananoproteínas son las responsables de la porosidad e 
interacción con el medio (56,158,171) (figura 23). 
 
Figura 23. Pared y membrana de un hongo: esquema de la pared 







Cabe destacar que la capa exterior de los hongos tiene una permeabilidad 
relativa, intermedia entre las bacterias Gram positivas y las Gram negativas, 
pero el hecho de la existencia de una membrana nuclear y el gran 
tamaño/volumen de estos en comparación con las bacterias hace que sean más 
resistentes a la TFDA que cualquiera de los dos tipos de bacterias (56,143). 
Los FS para la TFD antifúngica idealmente deben tener propiedades 
hidrofilicas y carga positiva para una mejor penetración a través de la pared 
celular. En un primer momento, la localización de los FS es restringida al 
citoplasma porque la membrana nuclear limita la penetración molecular en el 
núcleo. Después, las ERO mediante los mecanismos de daño fotodinámico 
perforan las paredes celulares y las membranas permitiendo al FS ocasionar 
daño a todos los niveles y acabar fotoinactivando la célula fúngica (56,143). 
En cuanto al papel de los hongos en el medio, en general, son 
imprescindibles en los ecosistemas ya que descomponen mediante enzimas 
extracelulares la materia muerta reciclando así elementos vitales. También, son 
importantes debido a que hay plantas que dependen de la simbiosis con ciertos 
hongos para formar las micorrizas, estructuras que contribuyen a que sus raíces 
absorban minerales y agua del suelo (170). 
Respecto a los seres humanos, utilizan ciertas partes de algunos hongos 
como alimentos (setas comestibles), o se valen de ellos para producir productos 
alimenticios (pan, cerveza, vino, queso, etc.) y antimicrobianos. Pese a que en su 
mayoría nos aportan beneficios, algunos hongos producen infecciones que se 
denominan micosis. Los microorganismos responsables de estas patologías son 
1) ciertas levaduras y 2) algunos hongos filamentosos (170): 
 
1) Levaduras: 
Hongos unicelulares no filamentosos, con forma oval o esférica y con 
tamaño celular que generalmente oscila entre 2 y 4 µm de diámetro pero 






Las especies clínicamente más relevantes pertenecen al género 
Candida. Son saprofitas pero bajo ciertas circunstancias de alteración de 
las defensas del huésped se genera una conducta patogénica oportunista. 
Así, dan lugar a candidiasis cutáneas o mucosas, que si son localizadas 
pueden no dar lugar a mayores repercusiones, pero pueden ser sistémicas 
y llegar a ser letales (173–175). La más destacada por su interés clínico es 
C. albicans, comensal de la microbiota habitual del tracto intestinal del ser 
humano, ha sido descrita como la tercera causa de infecciones del torrente 
sanguíneo (176), así como la principal causa de infecciones nosocomiales 
fúngicas (177). Por su importancia, se eligió como uno de los 
microorganismos diana del Estudio 1 de la presente Tesis Doctoral (83). 
Otras especies relevantes del mismo género son Candida krusei, 
comensal que se encuentra generalmente en las mucosas (51,178) y 
Candida parapsilosis, que se hallan principalmente en ambientes 
hospitalarios y que está ganando importancia como agente patógeno 
oportunista (173,179). Además, estas especies presentan un problema 
particular ya que tienen la capacidad de crecer en estado de biofilm en los 
dispositivos médicos implantados, generando así una resistencia casi total 
a los fármacos antifúngicos (51,177,180,181). 
Otro género importante en la patología clínica es Malassezia que 
produce fundamentalmente pitiriasis versicolor. La infección se produce 
cuando se da un desequilibrio en la microbiota cutánea. Generan lesiones 
asintomáticas, a excepción de algún ligero picor. Las infecciones se 
caracterizan por la aparición de máculas de distinta tonalidad que al ir 
extendiéndose forman grandes placas con bordes delimitados y con una 
descamación tan ligera que en ocasiones no se aprecia (182). 
 
2) Hongos dermatofitos: 
Los dermatofitos son hongos filamentosos pluricelulares del genero 






se engloban en la división Ascomycota y pertenecen a la clase 
Plectomycetes, orden Onygenales y familia Arthrodemataceae (184). 
Algunos de estos hongos están considerados patógenos debido a que 
invaden tejidos queratinizados, como la piel, uñas y pelo debido a que 
poseen una enzima, la queratinasa que les permite degradar este tipo de 
tejidos y utilizarlos como fuente de nutrientes. Esta colonización causa 
multitud de infecciones superficiales en seres humanos y animales, 
denominadas dermatofitosis o tiña, la infección fúngica cutánea más 
común en todo el mundo (185). Las condiciones óptimas para que 
desarrollen una infección se dan con temperatura y humedad elevadas, así 
como si se produce maceración u oclusión cutánea como ocurre en los 
pies o los pliegues corporales. Igual que en las micosis causadas por las 
levaduras, las tiñas son frecuentes en individuos inmunodeprimidos 
(186,187). Se estima que entre el 20 y el 25% de la población mundial está 
infectada por dermatofitos (188). Las dermatofitosis son infecciones con 
tendencia a recurrir, que pueden ser agudas o crónicas, y que suelen ser 
difíciles de eliminar requiriendo tratamientos antifúngicos tediosos y de 
larga duración, especialmente en las onicomicosis (46,183). 
 
La TFDA ofrece una modalidad de tratamiento diferente y novedosa para 
las infecciones fúngicas (56,189). De hecho, se ha mostrado eficaz en la 
inactivación in vitro e in vivo tanto de levaduras como de dermatofitos 
patógenos de animales y de humanos (82,83,189,190). En este sentido, destacar el 
Estudio 6 de la presente Tesis Doctoral donde se identifica molecularmente a 
Arthroderma vanbreuseghemii por primera vez como agente causal de 
dermatofitosis en un rebaño de ovejas y se trata mediante TFDA usando el FS 







2.5.3. Los parásitos 
Los parásitos son organismos eucariotas muy diversos que viven en o 
sobre un organismo huésped y que obtienen su alimento de o a expensas de él. 
Si el huésped es el ser humano o es un animal, les pueden causar enfermedad. 
Las infecciones parasitarias causan elevadas tasas de enfermedades en los 
trópicos y los subtrópicos, pero también en las zonas de climas más templados 
(191). Estas enfermedades por afectar principalmente a países con pocos 
recursos, han sufrido en gran medida la falta de atención por parte de la 
comunidad en términos de salud pública, pero también generan problemas en 
países desarrollados, y son un reto para la salud global (192). 
En general, se pueden clasificar en tres grupos principales: 1) protozoos, 
2) helmintos y 3) ectoparásitos (191). 
 
1) Protozoos: 
Son organismos microscópicos unicelulares que pueden ser de 
naturaleza libre o parasitaria. Son capaces de multiplicarse en el 
hospedador, lo que contribuye a su supervivencia y puede hacer que 
desarrollen infecciones graves a partir de un solo organismo. La 
transmisión de protozoos que viven en el intestino normalmente ocurre a 
través de la vía fecal-oral, por ejemplo, por medio de comida o agua 
contaminada o por contacto directo. Los protozoos que viven en la sangre 
o los tejidos se transmiten mediante un vector como artrópodos a través de 
su picadura (191). 
Ejemplos son Entamoeba spp., Babesia spp., Giardia lamblia, 
Leishmania spp., Trypanosoma spp., Balantidium coli, Plasmodium spp. y 
Cryptosporidium spp. De ellos destacar al género Plasmodium causante 
de la malaria, enfermedad que mata aproximadamente a 660.000 personas 









Son organismos multicelulares grandes, generalmente macroscópicos 
en su etapa adulta. Al igual que los protozoos, pueden ser de naturaleza 
libre o parasitaria. Hay tres grupos principales de helmintos: gusanos 
planos o platelmintos que incluyen los trematodos y cestodos (tenias); los 
gusanos de cabeza espinosa o acantocéfalos y las lombrices intestinales o 
nematodos. En general, se relacionan con el tracto gastrointestinal pero en 
algunos casos se desplazan a través de la sangre, del sistema linfático o de 
los tejidos subcutáneos. Como consecuencia, pueden causar enfermedad 
en diversos órganos del cuerpo (191). 
 
3) Ectoparásitos: 
Son organismos pluricelulares grandes. Aunque el término 
ectoparásito puede incluir ampliamente a artrópodos chupadores de sangre 
como los mosquitos, generalmente se usa para referirse a organismos 
como garrapatas, pulgas, piojos y ácaros que se adhieren o se esconden en 
la piel y permanecen allí durante períodos de tiempo relativamente largos 
(191). 
Son importantes porque causan enfermedades por sí mismos, pero aún 
más importantes como vectores ya que trasmiten muchos patógenos y son 
responsables de una gran parte de la morbilidad y mortalidad asociada de 
las enfermedades que estos ocasionan (191). 
 
Respecto a la TFD también ha demostrado su efectividad en la lucha 
frente a los parásitos, especialmente contra los protozoos, como es el caso de la 
inactivación de Plasmodium falciparum (malaria) y Trypanosoma cruzi 
(enfermedad de Chagas) (140) y numerosos casos clínicos que han demostrado la 
efectividad de la TFD con diferentes FS (193) e incluso usando luz solar para 






mencionar un estudio de TFD donde los huevos de helmintos humanos en aguas 
residuales se inactivaron mediante una porfirina catiónica meso-sustituida (195). 
Frente a los ectoparitos, la TFD parece una opción prometedora en ciertos 
sectores como la acuicultura para luchar directamente contra Ichtyobodo, 
Dactylogyrus, Trichodina, y Argulus (196) mientras que en la lucha contra los 
ectoparásitos que actúan como vectores los estudios de TFD se han centrado 




2.6. Aplicaciones de la terapia fotodinámica 
antimicrobiana 
 
2.6.1. Aplicaciones clínicas: Tratamiento de 
infecciones en piel y mucosas 
La TFDA que se ha probado eficaz en la inactivación de virus, bacterias, 
levaduras, hongos filamentosos y parásitos, ha sido aplicada para tratar 
clínicamente diversas infecciones de piel y mucosas (56,59,136). A modo de 
ejemplo citar la queratitis, la otitis, la fascitis necrotizante, abcesos, infecciones 
de heridas, cutáneas, quirúrgicas, fúngicas, gástricas por Helicobacter pylori, 
sinusitis, patógenos dentales, tuberculosis localizada, leishmaniasis, 
quemaduras, cistitis bacteriana, y herpes genital (57,136). La figura 24 ilustra 
algunas de estas patologías infecciosas que han sido tratadas mediante TFDA 
con éxito (136). En consecuencia, la TFDA se plantea como una posible 







Figura 24. Infecciones de piel y mucosas tratadas con terapia 
fotodinámica antimicrobiana: representación de los ejemplos de infecciones 
de piel y mucosas humanas que han sido tratadas clínicamente con TFDA (136). 
 
El campo en el que más se utiliza la TFDA es en la odontología (136,199). 
Las aplicaciones incluyen aspectos variados de periodoncia, endodoncia e 
infecciones de la mucosa bucal (200). Pese a que en los últimos años ha habido 
un número creciente de estudios in vitro, como por ejemplo los Estudios 1 (83) y 
2 (88) de la presente Tesis, así como otros estudios ex vivo en dientes e in vivo 
que muestran resultados positivos con respecto a la TFDA en odontología, aún 
no hay consenso sobre un protocolo estándar (200). No obstante, existen 
dispositivos comerciales que utilizan FS del grupo de las fenotiazinas como el 
MB o el TBO para desinfecciones dentarias con protocolos de aplicación 
definidos (Periowave®, FotoSan®) (201,202). 
Otro campo en el que la TFDA está actualmente en uso es el de la 






(203) y de micosis interdigitales de los pies tratados con TFDA con ALA (204). 
Asimismo, hay descritos algunos casos clínicos de infecciones superficiales por 
hongos no dermatofitos tratadas con la TFDA con MAL (Metvix®), (205) y 
algunas infecciones causadas por levaduras, como las del género Candida 
tratadas con TFDA utilizando MB (190). El Estudio 6 de la presente Tesis 
Doctoral es otro ejemplo de infección causada por un hongo dermatofito en un 
rebaño de ovejas tratadas con TFDA-MB (82). 
También es frecuente el uso de la TFDA en la clínica diaria frente al acné 
(59,92) donde hay una base acumulativa de pruebas para su uso, utilizando, por 
ejemplo, TFDA con ALA (206) aunque todavía se requieren estudios para 
disponer de un protocolo optimizado (92). 
Este apartado de aplicaciones clínicas se encuentra ampliado en el artículo 
de revisión sobre los efectos antimicrobianos de la TFD (56) realizado por 
nuestro grupo que se recoge como publicación secundaria de la Tesis y que se 
presenta a modo de anexo (Anexo II apartado 3). 
 
2.6.2. Aplicaciones no clínicas 
-Desinfección y saneamiento de aguas: la potabilización de aguas 
fecales mediante TFDA resulta un recurso importante para el ahorro de agua y la 
prevención de enfermedades epidémicas. En esta línea de investigación, existen 
diversos estudios que muestran la posible aplicación (197,198,207,208). Todos 
estos estudios hacen presagiar un gran futuro a la fotoinactivación de patógenos 
de las aguas debido a la alta versatilidad y bajo coste de la TFDA (56,59) 
especialmente si se usa una fuente de luz de coste nulo y accesible como es la 
solar (197,198). 
-Desinfección de sangre: la transfusión de sangre entera o de ciertos 
componentes como plasma o trombocitos resulta fundamental en la medicina 
actual. Sin embargo, si contiene patógenos puede dar lugar a la transmisión de 






mediante fotoinactivación usando el FS MB (210). Este tipo de tratamiento, bajo 
determinadas condiciones, no discrimina entre hongos, virus o bacterias siendo 
capaz de inactivarlos a todos al mismo tiempo siendo capaz de preservar la 
integridad de las células sanguíneas (56,59,209–211). 
-Creación de materiales biocidas: desde hace casi 25 años, la creación 
de materiales bactericidas activados por la luz constituye una línea de aplicación 
de la TFDA (56,212). Un ejemplo actual es el desarrollo de complejos de 
Molibdeno utilizados como FS para el desarrollo de materiales fotobiocidas en 
el que ha participado nuestro grupo y que es el tema principal en torno al que se 
realizó el Estudio 5 de esta Tesis Doctoral (89) y un estudio posterior (133) que se 
presenta a modo de publicación secundaria en forma de anexo (Anexo II 
apartado 2). Otros ejemplos son la creación de superficies autodesinfectantes 
basadas en nylon (poliamida) con FS del grupo de las protoporfirinas (213). En el 
ámbito oftalmológico se han diseñado lentes intraoculares con derivados 
porfirínicos capaces de activarse con luz solar y que mantendrían en asepsia la 
zona en el postoperatorio (214). Mediante métodos similares, se han creado 
coberturas con FS para sondas endoscópicas, catéteres y otros accesorios de un 
solo uso utilizados directamente sobre pacientes que evitarían infecciones 




2.7. Ventajas de la terapia fotodinámica 
antimicrobiana 
 
Las ventajas de la TFDA se pueden resumir en las siguientes (56): 
 No se observa aparición de resistencias (217,218), debido a su mecanismo 
de acción multidiana que genera baja especificidad en las dianas bioquímicas 






 Su uso no contribuye al aumento de la resistencia frente a los 
antimicrobianos (59). 
 Eficacia independiente del patrón de resistencias a antimicrobianos que 
posea el microorganismo. Por ejemplo, se ha demostrado su eficacia in vitro 
frente a bacterias como S. aureus resistente a la meticilina (SARM) (220) y 
levaduras como C. albicans resistente a fluconazol (221). 
 Versatilidad, tiene un amplio espectro de acción que permite a ciertos FS 
actuar sobre virus, hongos, bacterias, y parásitos (57,59,136). 
 Puede erradicar patógenos en biopelículas (59). La TFDA es efectiva para 
disminuir la viabilidad celular de una cepa tanto en estado planctónico como 
formando biopelículas (140,199). Un ejemplo lo encontramos en esta misma 
tesis en el Estudio 4 (84). 
 Activa frente a factores de virulencia (59), ya que sustancias como los LPS 
y las proteínas secretadas pueden ser altamente vulnerables a la oxidación 
por las ERO generadas durante la TFDA (136). 
 Selectividad: la tasa metabólica, tanto de un microorganismo como de una 
célula tumoral, es mucho más elevada que la de una célula eucariota en 
estado no tumoral. Este hecho fomenta un grado de internalización 
diferencial del FS, por tanto, a tiempos de incubación más cortos, genera 
selectividad fototóxica (222). Además hay selectividad debida a la aplicación 
localizada del FS y/o de la luz. Por ello, la TFDA se considera segura para 
los tejidos humanos (59). 
 En general, se puede considerar un tratamiento barato (59). Un ejemplo del 
escaso coste que puede suponer el tratamiento mediante TFDA lo podemos 
encontrar en el Estudio 6 de la presente Tesis Doctoral donde un rebaño de 
ovejas es tratado con MB y luz solar (82). 
 Los resultados son inmediatos en contraposición a los antimicrobianos que 
incluso aunque sean efectivos contra el microorganismo diana en cuestión 






 La efectividad no depende del grado de cumplimiento de la dosis y 
pauta de administración que el paciente haga al salir de la consulta como 
sí suele ocurrir con los antimicrobianos (59). 
 Posibilidad de repetir tratamiento (59). Los estudios a largo plazo 
muestran seguridad sobre el uso repetido de TFDA (223). 
 Posibilidad de combinar la TFDA con otros procedimientos. Por 
ejemplo, puede ser una terapia adjunta a la técnica convencional para el 
tratamiento de varias enfermedades en el contexto dental (200). Además, se 
puede usar a la vez que el tratamiento antibiótico con ciertos efectos 
sinérgicos como se demuestran en los Estudios 3 y 4 que presentamos en la 
presente Tesis Doctoral (84,85) y se recoge en la revisión al respecto de 
Wozniak y Grinholc (164). 
 Puede ser efectiva en tejidos muertos o dañados donde los antimicrobianos 
sistémicos no llegan (59). 
 Si la TFDA utiliza como fuente de luz la luz solar, contribuye a la 
producción de Vitamina D que puede jugar un papel beneficioso en el 
tratamiento de ciertas enfermedades infecciosas (224,225). 
 Las lesiones cutáneas presentan buena curación y excelente resultado 
cosmético post-tratamiento (223). La TFDA puede ejercer un efecto 
positivo en los procesos de inflamación, la cicatrización de tejidos y los 
efectos colaterales como el dolor post-operatorio o la hipersensibilidad 
dental post-tratamiento (226,227). 










2.8. Limitaciones actuales de la terapia 
fotodinámica antimicrobiana 
 
Pese al potencial enorme como alternativa a los antimicrobianos de la 
TFDA este tipo de terapia tiene considerables limitaciones que se pueden 
englobar en los cinco puntos siguientes (54,56,136): 
 No utilidad en infecciones diseminadas (54,136): Se debe a la dificultad al 
aplicar la fuente de luz en zonas intersticiales dada la limitación en la 
penetración de la luz y a que la administración de luz es casi por definición 
un proceso localizado, por ello sólo resulta útil en infecciones localizadas. 
Para el uso generalizado de la TFDA, las principales barreras son la 
complejidad y la disponibilidad de los sistemas de administración de luz. 
Entre ellos, destaca la falta de tecnología de entrega de luz avanzada (81). 
Conjuntamente hay que tener en cuenta el requerimiento de oxígeno y el 
escaso radio de acción de las ERO (54,136). 
 Fototoxicidad y dolor (54,136): La TFDA es una modalidad de tratamiento 
bien tolerada por los pacientes. Sin embargo, el manejo del dolor o malestar 
relacionado con el tratamiento es un desafío en una minoría de pacientes 
(223). De hecho, el dolor que puede ocasionar durante la iluminación se 
considera el principal efecto adverso (94). Se debe a la producción de 
fototoxicidad en algunos tejidos o células del huésped principalmente por la 
falta de especificidad de FS (54,136). Por ello, la selectividad efectiva del FS 
para los microorganismos en lugar de las células del tejido del huésped en el 
área de la infección es una preocupación para evitar un grado inaceptable de 
daño de la TFDA (56). 
 El tratamiento dura el tiempo que dura la iluminación. Así, en el caso de que 







 Como regla general no existen protocolos clínicos estandarizados para la 
aplicación de la TFDA frente a las enfermedades infecciosas, lo cual limita 
mucho su empleo en comparación a todo su posible potencial (54,136). 
Actualmente, son muchos los FS que han demostrado ser eficaces in vitro e 
in vivo en modelos animales para el tratamiento de distintos agentes 
infecciosos sin embargo, pocos han sido probados en humanos y la cantidad 
de ensayos clínicos es muy escasa (59,62,64,228). Incluso existen varios FS 
optimizados que tienen cientos o miles de veces la potencia de los que se 
usan actualmente, pero no han sido sometidos a estudios toxicológicos y de 
seguridad necesarios para su aprobación en uso humano (136). 
 Tintura:  los FS generalmente son compuestos de color intenso, por lo que 
se debe considerar la posibilidad de que la zona tratada quede con un color 
desagradable después del uso de la TFDA. En este caso, puede haber 




2.9. Perspectivas de futuro de la terapia 
fotodinámica antimicrobiana 
 
Pese a que el uso de la TFDA para tratar infecciones en piel y mucosas se 
conoce desde hace tiempo, podemos considerar que está en sus inicios porque 
puede haber numerosas aplicaciones futuras. En la actualidad, la resistencia a 
múltiples antimicrobianos es un fenómeno alarmante y de rápido crecimiento, y 
se requiere con urgencia métodos alternativos de lucha contra los agentes 
patógenos. A este hecho, se suma que para ciertas infecciones localizadas, los 
antimicrobianos administrados por vía oral o intravenosa no son efectivos, ya 
sea porque los patógenos están infectando un tejido que no está bien perfundido, 






drásticamente la susceptibilidad a los antimicrobianos. Además, el aumento del 
número de pacientes inmunosuprimidos (con trasplante de órganos, cáncer, etc.) 
ha llevado a una mayor incidencia de infecciones difíciles de tratar con los 
métodos clásicos. En consecuencia, podemos prever que la TFDA se convertirá 
en una opción de tratamiento para combatir infecciones localizadas de piel y 
mucosas que de otra manera requerirían tratamientos complejos (140). 
En cuanto a la metodología necesaria para tratar más enfermedades con 
TFDA, cabe esperar que se desarrolle en el transcurso del tiempo (136). Se han 
publicado numerosos estudios, la mayor cantidad in vitro demostrando la 
capacidad de inactivar números agentes infecciosos. No obstante, se requieren 
más estudios, tanto in vitro como in vivo en animales, pero especialmente se 
requiere la realización de ensayos clínicos para aumentar el conocimiento sobre 
la aplicación de la TFDA para infecciones humanas reales (54,136,161). En 
cuanto a los modelos animales, el modelo murino es el más utilizado (228,229), 
aunque modelos con invertebrados como Galleria mellonella también han sido 
probados con éxito para realizar experimentos de TFDA y se plantean como 
opciones de modelo animal (230,231). Es necesario investigar sobre las 
estrategias que mejoren la tolerabilidad y siguen existiendo muchos 
interrogantes en cuanto al uso de nuevas técnicas de iluminación, FS específicos 
o la modificación de los esquemas terapéuticos (reducción del tiempo de 
incubación, iluminación fraccionada...) (94). 
Respecto a la luz, el desarrollo de dispositivos de administración 
apropiados con los parámetros dosimétricos definidos es clave para aumentar su 
utilidad (infecciones más profundas y diseminadas) y para la implantación en la 
práctica clínica (232). El suministro preciso de la luz al tejido exacto se puede 
lograr mediante la combinación de fuentes de emisión adecuadas y sistemas 
óptimos de administración como, por ejemplo, el uso de fibras ópticas de cuarzo 
con puntas cilíndricas difusoras, sistemas de haces de fibra óptica, LED 






Respecto a los FS, el principal reto es aumentar su selectividad. En la 
práctica clínica de la TFDA, los FS se aplican mediante inyección intersticial, 
rociando con espray aerosol, por instilación (aplicación por goteo) y, en su 
mayoría, mediante pomadas (59,136). La aplicación tópica resulta adecuada para 
problemas superficiales, como son las infecciones localizadas de piel o mucosas, 
y limita su zona de actuación al área de aplicación pero no resuelve el problema 
de la selectividad del FS. Este reto se puede afrontar conjugando los FS con 
diferentes ligandos de receptores celulares específicos (71,216,233), o empleando 
bacteriófagos (234). Otra posibilidad es uniéndolos con ciertas moléculas que 
tengan atracción por los microorganismos como con péptidos policatiónicos 
(146,235) o polímeros catiónicos como, por ejemplo, en nuestros estudios con 
complejos de Mo, uno de los cuales se recoge como publicación del cuerpo de 
esta Tesis Doctoral (Estudio 5) (89) y el otro como anexo (Anexo II apartado 2) 
(133). Además, la nanotecnología ha hecho una contribución significativa a la 
TFD, dando lugar a la entrega del FS mediante nanopartículas (146,236), el uso 
de nanopartículas como vehículo para facilitar la aplicación del FS (237,238) y el 
uso de nanopartículas de conversión ascendente para aumentar la penetración de 
luz en el tejido (71,239). Asimismo, se pueden unir los FS con ciertos compuestos 
que aumenten su capacidad de excitación (240). 
En general, las bases para una metodología exitosa y bien definida de 
aplicación de la TFDA están sentadas tanto en lo referente a la luz como a los 
FS. Las direcciones futuras incluyen la internalización fotoquímica, proteínas 
fotosensibilizadoras genéticamente codificadas, el teranóstico, la TFDA de 
absorción de dos fotones, la terapia sonodinámica utilizando ultrasonidos (71) y 
la adición de diferentes compuestos que pueden potenciar el efecto de TFDA 
como el quitosano (241,242), el EDTA (243), la urea (244) o el yoduro de potasio 
(245). Otras opciones para potenciar el efecto fotodinámico sobre los 
microorganismos es el empleo combinado de la TFDA con la electroporación 
(rompe la pared celular) o con disruptores de biopelícula como la N-






antimicrobianos comunes para lograr un efecto terapéutico aditivo o sinérgico 
como se explora en los Estudios 3 y 4 que se incluyen en la presente Tesis 
Doctoral (84,85). Este enfoque original abre el camino a nuevas aplicaciones y 
podría ayudar a implementar el uso de TFDA, reducir la cantidad de antibióticos 
utilizados habitualmente y con ello reducir el problema de MDR (164,246). 
Además, podría solventar el problema de la posible multiplicación de los 
gérmenes que hayan sobrevivido al periodo de irradiación, haciéndoles frente 
con los antibióticos y minimizando así la posibilidad de fracaso del tratamiento 
frente a la infección (136,164). 
Sin embargo, a menos que se desarrolle TFDA que pueda estimular el 
sistema inmune del anfitrión, el resto de enfermedades infecciosas no 
relacionadas con la piel y las mucosas seguirán necesitando otras terapias. A 
este respecto, está bien establecido que la TFD anticancerígena puede inducir la 
respuesta inmune del huésped tanto con componentes del sistema inmune innato 
como del adaptativo. En principio, el mismo proceso debería operar en TFDA y 
constituye una vía abierta de investigación en el área de la infección (136). En 
este sentido se han ido sucediendo algunos trabajos que apoyan la hipótesis de 
que la TFDA puede estimular la respuesta inmune contra la infección y, por 






























La lucha contra las enfermedades infecciosas es uno de los principales 
retos de la medicina actual debido al aumento y la tendencia creciente de la 
resistencia a los antimicrobianos por parte de los microorganismos (18,19). De 
hecho, actualmente mueren unas 700.000 personas al año en el mundo a causa 
de las resistencias (1) y, si no cambia la situación, es probable que se llegue a 10 
millones en el año 2050 pudiendo convertirse en la principal causa de muerte 
(1,21). 
 
En este contexto, la TFDA puede ser una opción de tratamiento 
alternativa a los antimicrobianos para combatir los agentes infecciosos de piel y 
mucosas (56,57,59–61,249). A su favor tiene que se ha demostrado eficaz frente 
a los microorganismos que las causan independientemente de su patrón de 
resistencias antimicrobianas y que su uso evitaría el uso de antimicrobianos que 
favorecen las resistencias (56,220,221). Pero, a pesar de los importantes avances 
en el campo de la TFDA en los últimos tiempos, sigue siendo un procedimiento 
no habitual en la práctica clínica por desconocimiento del fundamento de la 
terapia y sobre sus posibles indicaciones (56). En consecuencia, se han 
desarrollado los seis Estudios que se recogen en la presente Tesis elaborada 
mediante la modalidad de compendio de publicaciones con la intención de 
ampliar el conocimiento sobre la TFDA para contribuir a su uso. 
 
El Estudio 1 (83) partió de la odontología, uno de los campos donde más 
se ha investigado en TFDA y a su vez donde más se utiliza en la clínica. Sin 
embargo, aún no hay consenso sobre un protocolo estándar (200). Se planteó 
este Estudio 1 con el fin de ahondar en el conocimiento sobre la TFDA frente a 
microorganismos cariogénicos. Por ello se realizó un diseño experimental in 
vitro con múltiples variables en cuanto a las células dianas (microorganismos 






albicans) y en cuanto al uso de diferentes FS clásicos ampliamente utilizados en 
TFDA (MB, RB y CUR). 
 
Tras los resultados obtenidos con el Estudio 1 (83), se planteó el Estudio 
2 (88) con el propósito de despejar qué pasaba cuando las suspensiones 
bacterianas no eran puras (de S. sanguinis o de S. mutans) sino que estaban 
formadas por una mezcla de especies (S. sanguinis y S. mutans), una situación 
más próxima a la realidad. Además, en este caso se utilizó como fuente de luz 
lámparas LED de emisión específica coincidente con el espectro de absorción de 
los FS, para comparar los resultados con los obtenidos con la lámpara de amplio 
espectro usada en el Estudio 1. No se realizó preincubación (puesto que no 
aportaba ventajas) y sólo se emplearon los FS RB y MB (que resultaron más 
efectivos) de acuerdo a las conclusiones del Estudio 1 (83). 
 
Para el Estudio 3 (84) elegimos como célula diana S. aureus por ser una 
de las especies del grupo ESKAPE, presentándose cada vez más resistente a los 
antibióticos, por estar implicada en infecciones de piel y mucosas, y por haberse 
convertido en el patógeno aislado más comúnmente involucrado en 
enfermedades de relevancia clínica (17,250,251). El Estudio se planteó con la 
intención de avanzar en la TFDA como estrategia para combatirlo. Nos basamos 
en nuestra experiencia en los Estudios 1 (83) y 2 (88) ya que usamos igualmente 
una bacteria Gram positiva, los mismos FS RB y MB y como fuente de luz tanto 
luces LED como blanca de amplio espectro. Además, como la inactivación de S. 
aureus se realiza asiduamente mediante antibióticos y teniendo en cuenta el 
problema del aumento de las resistencias a los antimicrobianos y la necesidad de 
reducir el uso de antimicrobianos (8,14,16), decidimos hacer también 
experimentos de combinación de tratamiento fotodinámico con antibiótico. Para 
ello elegimos los antibióticos linezolid y mupirocina (un antibiótico sistémico y 








En el Estudio 4 (85), siguiendo la línea de trabajo del Estudio 3 (84), se 
planteó un nuevo diseño experimental con S. aureus, en este caso combinando 
TFDA con RB y gentamicina, porque la combinación de antibióticos con RB 
había sido más efectiva que con MB. Se eligió el antibiótico gentamicina, 
porque es usado para tratar infecciones de piel y mucosas con cierta resistencia a 
otros antibióticos y que sirve tanto para Gram negativas como para 
Staphylococcus spp (254). Además, se decidió realizar el experimento con la 
cepa bacteriana en estado de suspensión acuosa y en biofilm para que la 
investigación fuera más completa. Con este fin se colaboró con el Departamento 
de Microbiología de la Universidad de Sevilla, España, que cuenta con 
experiencia de trabajo en investigación con biofilm. 
 
El Estudio 5 (89) surge por la inquietud de investigar la utilidad de 
nuevos FS en TFDA. Se eligió como célula diana a S. aureus por la importancia 
de este microorganismo (17) y nuestra experiencia previa con ella en los 
Estudios 3 (84) y 4 (85). Así, se investigó la capacidad fotoinactivante de un 
nuevo polímero con Molibdeno desarrollado entre la Universidad Estatal de 
Novosibirsk y el Instituto Nikolaev de Química Inorgánica, que forma parte de 
la Academia Rusa de Ciencias, ambos en Novosibirsk, Rusia. Dicho compuesto 
es proporcionado por el Departamento de Química Inorgánica y Orgánica de la 
Universidad Jaime I (UJI) de Castellón de la Plana, España, donde se caracterizó 
su capacidad para llevar a cabo reacciones fotocatalíticas, su fotoestabilidad y su 
reciclabilidad. 
 
El Estudio 6 (82), se originó por la necesidad de iniciar la traslación de 
nuestra investigación a la experimentación in vivo en animales. Para ello 
colaboramos con el Departamento de Patología de la Facultad de Veterinaria de 






en un rebaño de ovejas. En este tipo de patología ovina no se suele determinar el 
agente causal concreto y el tratamiento con antifúngicos no siempre se aplica 
por motivos económicos; además, está el problema de aplicar este tipo de 
tratamientos en animales de abasto dentro de la Comunidad Económica 
Europea. Por la experiencia y los recursos del Laboratorio de Microbiología del 
Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza se pudo llegar a determinar el 
agente causal y el reto de un tratamiento alternativo lo concebimos como una 
oportunidad para testar in vivo la TFDA con MB que en nuestros experimentos 
in vitro de los Estudios previos (Estudios 1 (83), 2 (88) y 3 (84)) nos había 
resultado eficaz aunque en bacterias pero hay estudios que avalan el uso de la 
TFDA-MB frente a dermatofitos incluso llevados a cabo por miembros de 
nuestro grupo (255). Destacar que como fuente de luz se eligió la luz solar a la 
que están expuestas habitualmente las ovejas basándonos también en nuestra 
experiencia con lámparas de luz blanca de amplio espectro de emisión en cierta 































A continuación, se especifica la justificación, la hipótesis, los objetivos, el 
material, los métodos y las conclusiones de los trabajos principales que constituyen la 
presente Tesis Doctoral elaborada mediante la modalidad de compendio de 
publicaciones. Los resultados y la discusión quedan expuestos con la inclusión de los 
artículos científicos. 
Los trabajos se referencian en los siguientes apartados de acuerdo a la 
denominación abajo expuesta para simplificar su exposición. 
 
El listado de publicaciones que constituyen el cuerpo de la Tesis es: 
 
Estudio 1: 
Soria-Lozano P, Gilaberte Y, Paz-Cristobal MP, Pérez-Artiaga L, Lampaya-Pérez 
V, Aporta Alfonso J, Pérez-Laguna V, García Luque I, Revillo MJ, Rezusta A. In 
vitro effect photodynamic therapy with differents photosensitizers on cariogenic 
microorganisms. BMC Microbiology. 2015 Sep 26; 15(1):187. 
 
Estudio 2: 
Pérez-Laguna V, Pérez-Artiaga L, Lampaya-Pérez V, Camacho-López S, 
García-Luque I, Revillo MJ, Nonell S, Gilaberte Y, Rezusta A. Comparative effect of 
photodynamic therapy on separated or mixed cultures of Streptococcus mutans and 
Streptococcus sanguinis. Photodiagnosis Photodyn Ther. 2017 Sep; 19:98-102. 
 
Estudio 3: 
Pérez-Laguna V, Pérez-Artiaga L, Lampaya-Pérez V, García-Luque I, Ballesta 
S, Nonell S, Paz-Cristobal MP, Gilaberte Y, Rezusta A. Bactericidal effect of 
photodynamic therapy, alone or in combination with mupirocin or linezolid, on 









Pérez-Laguna V, García-Luque I, Ballesta S, Pérez-Artiaga L, Lampaya-Pérez 
V, Soria-Lozano P, Rezusta A, Gilaberte Y. Antimicrobial photodynamic activity of 
Rose Bengal, alone or in combination with Gentamicin, against planktonic and 
biofilm Staphylococcus aureus. Photodiag Photodyn Ther. 2018 Mar; 21:211-216. 
 
Estudio 5: 
Beltrán A, Mikhailov M, Sokolov MN, Pérez-Laguna V, Rezusta A, Revillo MJ, 
Galindo F. A photobleaching resistant polymer supported hexanuclear molybdenum 
iodide cluster for photocatalytic oxygenations and photodynamic inactivation of 
Staphylococcus aureus. J. Mater. Chem. B, 2016, 4, 5975 
 
Estudio 6: 
Pérez-Laguna V, Rezusta A, Ramos JJ, Ferrer LM, Gene J, Revillo MJ, 
Gilaberte Y. Daylight photodynamic therapy using methylene blue to treat sheep with 
dermatophytosis caused by Arthroderma vanbreuseghemii. Small Ruminant 












































La terapia fotodinámica antimicrobiana puede servir para inactivar 
diferentes tipos de microorganismos causantes de infecciones en piel y 
mucosas y, por tanto, constituir una opción de tratamiento viable frente al 








































Evaluar la eficacia de diversos fotosensibilizantes con diferentes condiciones 










Fotoinactivar in vitro los microorganismos cariogénicos S. mutans, S. 
sanguinis y C. albicans con azul de metileno (MB), rosa de bengala (RB) y 
curcumina (CUR). 
Objetivos secundarios: 
1) Comparar el efecto fotodinámico in vitro del MB, el RB y la CUR frente a 
S. mutans, S. sanguinis y C. albicans. 
2) Estudiar in vitro la eficacia de la luz blanca en el proceso fotodinámico. 
3) Valorar el efecto del tiempo de incubación con el fotosensibilizante previo 










Comparar el efecto fotodinámico producido frente a suspensiones puras de 
S. mutans y S. sanguis con el efecto fotodinámico frente a una suspensión formada 
por ambas especies. 
Objetivos secundarios: 
1) Comparar in vitro el efecto fotodinámico de los fotosensibilizantes MB y 
RB frente a suspensiones de bacterias puras y mixtas. 
2) Estudiar el grado de fotoinactivación al utilizar una lámpara de diodo 






Estudiar el efecto in vitro de la TFDA por sí sola y en combinación con los 
antibióticos mupirocina y linezolid frente a suspensiones de S. aureus. 
Objetivos secundarios: 
1) Comparar el efecto bactericida de la TFDA frente a S. aureus: 
a) por sí sola utilizando el fotosensibilizante RB vs. MB. 
b) utilizando diferentes fluencias (18 vs. 37 J/cm2) 
c) utilizando RB en combinación con dosis subterapéuticas de mupirocina vs. con 
linezolid 
d) utilizando MB en combinación con dosis subterapéuticas de mupirocina vs. con 
linezolid 
e) utilizando como fuente de luz lámparas LED de λ de emisión coincidente con 
los picos de absorción de cada FS vs. lámpara de halogenuro metálico de luz 










Estudiar el efecto bactericida in vitro de la TFDA en combinación con el 
antibiótico gentamicina frente a S. aureus. 
Objetivos secundarios: 
1) Comparar fotoinactivación producida en suspensión acuosa vs. formando 
biofilm: 
a) de la TFDA por si sola. 
b) de la TFDA en combinación con gentamicina. 
2) Comparar el efecto bactericida en S. aureus de la TFD con RB en 
combinación con gentamicina vs. el efecto de la combinación con mupirocina y vs. 





Probar un nuevo fotosensibilizante para TFDA. 
Objetivos secundarios: 
1) Diseño de un nuevo fotosensibilizante, hexanúcleo de molibdeno unido a 
un polímero reticular. 
2) Caracterización del compuesto: 
a) determinar su capacidad para llevar a cabo reacciones fotocatalíticas, su 
fotoestabilidad y su reciclabilidad. 











Testar in vivo en animales la eficacia de la TFDA con MB al 1% empleando 
luz solar como fuente de luz para tratar la tiña de un rebaño de ovejas. 
Objetivos secundarios: 
1) Identificar el agente causal de tiña en un rebaño de ovejas. 
2) Comparar la evolución de las lesiones: 
a) tratadas con aplicación de MB una vs. dos veces a la semana. 
b) lesiones limpiadas antes del tratamiento vs. no limpiadas previamente. 
c) lesiones tratadas (TFDA con MB con luz de día) vs. no tratadas (solo tratadas 






































1.1. Reactivos y medios 
 
1.1.1. Reactivos generales 
Agua destilada estéril no tamponada (pH ~ 5,5) de Fresenius Kabi® 
(España). Etanol 70 % de Alcohocel (España). Dimetil sulfóxido (DMSO) de 
Panreac® (Barcelona, España) (Estudios 1,2, 3, 4 y 5). 
 
1.1.2. Fotosensibilizantes 
Azul de metileno (MB) de Sigma-Aldrich® (Madrid, España y Steinheim, 
Alemania) (Tabla 4). Tiene un longitud de onda () de máxima absorción a 665 
nm (Estudios 1, 2, 3 y 6). 
Rosa Bengala (RB) de Sigma-Aldrich-Fluka® (Madrid, España) (Tabla 4). 
Tiene una  de máxima absorción a 557 nm (Estudios 1, 2, 3 y 4). 
Curcumina (CUR) de Sigma-Aldrich® (Madrid, España) (Tabla 4).  de 







Tabla 4. Moléculas de azul de metileno, rosa de bengala y curcumina: 
Representación de la estructura con sus respectivas formula empíricas. Adaptado 
de Sigma-Aldrich. 
Azul de Metileno Rosa de Bengala Curcumina 
 
 
C16H18ClN3S. C20H2Cl4I4Na2O5 [HOC6H3(OCH3)CH=CHCO]2CH2 
 
Molibdeno hexanuclear (figura 25) vinculado al polímero reticular 
Amberlite® IRA-900 de Sigma-Aldrich® (Madrid, España) en forma de cloruro 
con tamaño de partícula de 650-820 m (figura 26) (Pol-Mo6). Fue 
proporcionado por el Departamento de Química Inorgánica y Orgánica de la 
Universitat Jaume I de Castellón de la Plana (España) tras el trabajo previo de 
síntesis del cluster por parte de investigadores del Nikolaev Institute of 
Inorganic Chemistry, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences de 
Novosibirsk (Rusia). La  de máxima absorción es a 400 nm (Estudio 5). 
 
Figura 25. Estructura química del hexanúcleo de Molibdeno: 
representación de la estructura química de fórmula [Mo6I8Ac6]2- donde Ac es 











Figura 26. Polímero reticular: representación esquemática del polímero 
reticular. Izquierda: detalle del radical según Sigma-Aldrich; derecha: detalle de 
la estructura de la matriz [119]. 
 
1.1.3. Antibióticos 
Linezolid (LN) de Sigma-Aldrich® (Madrid, España) (figura 27). 
Utilizado a concentraciones de 1 μg/ml y 10 μg/ml (Estudio 3). 
 
 Figura 26. Estructura química del linezolid: representación de la 
molécula de LN de fórmula empírica C16H20FN3O4. Sigma-Aldrich. 
 
Mupirocina (MU) de Sigma-Aldrich® (Madrid, España) (figura 28). 
Usada a concentraciones de 1 μg/ml y 10 μg/ml (Estudio 3). 
 
Figura 28. Estructura química de la mupirocina: representación de la 






Gentamicina (GN) de Sigma-Aldrich® (Madrid, España) (figura 29). 
Usada a concentraciones de 1 μg/ml, 10 μg/ml y 64 μg/ml (Estudio 4). 
 
Figura 29. Estructura química de la gentamicina: representación de la 
molécula de GN de fórmula empírica general C21H43N5O7. Sigma-Aldrich. 
 
1.1.4. Medios de cultivo 
Medio agar sangre Columbia (Oxoid®; Madrid, España) (AS) (Estudios 1, 
2, 3, 4 y 5). 
Medio Sabouraud dextrosa agar pH 5,6 ± 0,2 CM0041 de Oxoid® Thermo 
Scientific (Hampshire, Inglaterra) suplementado con Chloranphenicol® a 50 
mg/L Sigma® (St. Louis, USA) (SB) (Estudio 1 y 6). 
Medio de prueba de Dermatofitos (DTM, por las siglas en inglés de 
Dermatophyte test médium) (Oxoid®, stock básico, Reino Unido) (Estudio 6). 
Medio agar de patata y dextrosa (Oxoid®, Stock básico, Reino Unido) con 
50 mg/L de cloranfenicol añadido (Estudio 6). 
 
 
1.2. Microorganismos y población de estudio 
 
1.2.1. Especies de colección 
Adquiridas de las colecciones American Type Culture Collection (ATCC) 






-Bacterias: S. mutans ATCC 35668 (Estudios 1 y 2), S. sanguinis 
ATCC 10556 (Estudios 1 y 2) y S. aureus ATCC 29213 
(Estudio 3, 4 y 5). 
-Levadura: C. albicans ATCC 10231 (Estudio 1). 
 
1.2.2. Población de estudio 
La población de estudio (Estudio 6) la conforma un rebaño de ovejas 
infectado de Zaragoza, España, del que se tomaron muestras para la 
identificación del agente causal a 10 ovejas con lesiones. La especie aislada en 





1.3.1. Fuentes de luz 
 
1.3.1.1. Lámpara de haluro metálico (Estudios 1 y 3) 
Lámpara fabricada por el Departamento de Física Aplicada de la 
Universidad de Zaragoza, España (figura 30). 
Es una lámpara de amplio espectro de  de emisión, 420–700 nm. La 
fluencia usada en los experimentos de inactivación microbiana fue de 18 y 37 
J/cm2, el tiempo de irradiación para alcanzar esa fluencia es 3 minutos y 25 
segundos y 6 min y 51 s respectivamente a una distancia entre la fuente de luz y 
la diana, la placa con la suspensión microbiana, de 10 cm a la que el diámetro 
del haz de luz es de 21 cm y la irradiancia de 90 mW/cm2. El calor que genera a 
los 10 cm de distancia no llega a aumentar la temperatura de una suspensión que 







1.3.1.2. Lámpara de diodos emisores de luz (Estudios 2, 3, 4 
y 5) 
Showtec LED Par 64 Short 18 x RGB 3-in-1 LED de Highlite 
International B.V. España (figura 31). 
Es una lámpara que emite en RVA (de las siglas rojo, verde y azul) por lo 
que puede emitir en el espectro del color rojo, verde o azul y en sus diferentes 
combinaciones (rojo+verde; rojo+azul; verde+ azul) incluyendo el blanco por 
suma de los tres colores. El pico de  de emisión es 625 nm en el rojo, 515 nm 
en el verde y 460 nm en el azul. La irradiancia a una distancia de 17 cm es de 7 
mW/cm2 para el rojo, 5.8 mW/cm2 para el verde y 13 mW/cm2 para el azul y el 
diámetro del haz es aproximadamente 25 cm. 
La fluencia usada fue de 18 y 37 J/cm2 en los experimentos realizados con 
fluencia constante y concentraciones variables de FS (Estudios 2, 3 y 4) y en el 
rango de 10 a 120 J/cm2 tomando alícuotas para contaje de colonias cada 10 
J/cm2 en los experimentos de fluencia variable y concentración fija de FS 
(Estudio 5). 
El tiempo de irradiación para alcanzar 18 J/cm2 emitiendo en rojo es de 
42,86 min, emitiendo en verde 51,72 min y en azul 23,08 min (Estudio 2, 3 y 4), 
para alcanzar 37 J/cm2 es de 88,10 min, 106,32 min y 47,44 min (Estudios 3 y 4) 
y para cada 10 J/cm2 es 23,81 min, 28,73 min y 12,82 min respectivamente 
(Estudio 5). 
A la distancia de irradiación utilizada, 17 cm, no genera calor de forma 
medible. 
 
1.3.1.3. Sol (Estudio 6) 











Figura 30. Lámpara de halogenuro metálico y su espectro de emisión: lámpara de halogenuro metálico de amplio espectro 




















Figura 31. Lámpara LED y su espectro de emisión: lámpara de 
diodos encendida en color azul, verde y rojo (esquina superior izquierda) y 
blanca por suma de los tres (inferior izquierda) empleada para la irradiación 
de muestras en los experimentos de fotoinactivación antimicrobiana. 
Gráfico de su espectro de emisión RVA con esquema del modelo de 







1.3.2. Materiales generales 
Agitador multifunción de Grant Bio modelo PS-M3D. 
Autoclave a 121°C 
Asa de siembra. 
Balanza de precisión calibrada y forma parte de la acreditación ISO 
15189. 
Cámara frigorífica del laboratorio o frigorífico a 4ºC. Controlada 
mediante sonda que forma parte de la acreditación ISO 15189 
Campana de flujo laminar. Adaptado a la acreditación ISO 15189 
Congelador de –80ºC con temperatura controlada mediante sonda que 
forma parte de la acreditación ISO 15189 
Congelador de –20ºC que forma parte de la acreditación ISO 15189. 
Contador automático de colonias Flash and Go® (IUL, Instruments S.A, 
España) conectado a un ordenador con el Flash & Go Software de recuento 
básico y recuento avanzado de colonias. 
Esterilizador de asa. 
Espectrofotómetro (colorímetro) DINKO® D-100 código 1.9301.00 (λ 
420-680 nm) con porta-cubetas redondo de 16 mm. El dispositivo cuenta con 
medición de la turbidez en escala McFarland (McF). Controlado mediante 
recuento en cada experimento y forma parte de la acreditación ISO 15189. 
Estufa de temperatura programable y con sensor que registra la 
temperatura. Utilizada a temperatura constante de 35ºC y controlada mediante 
sonda que forma parte de la acreditación ISO 15189 
Micropipetas desde 0,1 µl a 1 ml con calibración que forma parte de la 
acreditación ISO 15189. 
Papel de aluminio. 







Placas de contacto RODAC (por las siglas del inglés Replicate Organism 
Detection And Counting). 
Placas de microtiter de 96 pocillos. 
Tubos cónicos para centrífuga Falcon® de 15 ml de Fisher Scientific 
(parte de Thermo Fisher Scientific), España. 
Tubos aptos para micocentrífuga Eppendorf® Safe-Lock de 1.5 ml color 
natural y opacos de Sigma Aldrich®, Madrid, España. 









2.1. Cultivos y condiciones de crecimiento 
 
2.1.1. Cultivo de bacterias y de levaduras (Estudios 
1, 2, 3, 4 y 5) 
-Preparación de las suspensiones microbianas que se sometieron a 
TFDA o se usaron como controles: 
A partir de un vial que contenía suspensión congelada de las cepas de 
referencia conservado en el congelador a –80ºC, se sembró en placa de cultivo 









Figura 32. Placa de cultivo sembrada por 
agotamiento. Se ven colonias de bacterias aisladas. 
 
 
Las especies son cultivadas en AS (bacterias) y SB (levaduras) durante 24 
h (a excepción de S. mutans que se dejó durante 48-72 h) a 35ºC en estufa y en 
condiciones aerobias. Las placas resultantes se utilizan como “placas madres” 
puesto que de ellas se hacen resiembras 24 h (48-72 h en el caso de S. mutans) 
previas a la preparación del inoculo microbiano para la realización de los 
experimentos de TFDA. El procedimiento que se siguió es tomar colonias 
aisladas con asa de siembra estéril, sembrar siguiendo el método de agotamiento 
en placa de AS para las bacterias o SB para C. albicans y colocarlas en estufa a 
35ºC en condiciones aerobias durante 24h (48-72 h en el caso de S. mutans). De 
estas placas se tomaron colonias aisladas con asa de siembra estéril para la 
preparación de los inóculos (Punto 2.2. de este apartado). Las “placas madres” 
de las que se tomaron las colonias como se ha explicado, se conservaron en 
nevera a 4 ºC selladas con Parafilm y se renovaron cada mes. Se trabajó en 
campana de flujo laminar. 
 
-Evaluación del efecto de la TFDA sobre las suspensiones 
microbianas: 
La siembra de las muestras tratadas con TFDA y de todos los controles se 
realizó bajo las mismas condiciones que para la preparación de las suspensiones 
descrita en el apartado anterior (igual tiempo de incubación, 24, 48 o 72h, a 
temperatura de 35 ºC, medio AS o SB y estado aerobio) pero mediante siembra 
en recuento, por tanto, con reparto homogéneo en la placa y tras haber realizado 
la dilución o diluciones pertinentes con el fin de poder hacer un contaje de 






La cantidad que se determinó como apropiada para el contaje se estableció en 
<200 UFC por cada placa. Para realizar las diluciones que se requirieron en cada 
caso se empleó como disolvente agua destilada en Eppendorfs o en pocillos de 
placas de microtiter. Para agitar se utilizó vortex en caso de haber empleado 
Eppendorfs o micropipeta con los pocillos. 
 
2.1.2. Aislamiento, cultivo e identificación de 
dermatofito (Estudio 6) 
-Aislamiento y posterior identificación del agente causal de una 
dermatofitosis tratada mediante TFDA in vivo: 
Se tomaron muestras de las lesiones activas seleccionadas de 10 ovejas 
infectadas. Para la recogida de las muestras, con el fin de evitar 
microorganismos contaminantes, en primer lugar se realizó una limpieza 
mecánica de los excesos de materia orgánica rascando con el bisturí y después, 
tras una desinfección con alcohol 70%, se cogieron las muestras de la zona de 
los bordes de las lesiones activas (figura 33). 
 
Figura 33. Toma de muestras: imagen del procedimiento de toma de 
muestras de un borde de lesión activa en una oveja infectada. 
 
Los raspados cutáneos de las lesiones seleccionadas de las 10 ovejas 
infectadas por una parte se trataron con KOH 20% mezclado con la misma parte 






se cultivaron en medio SB con cloranfenicol, DTM que contiene cicloheximida 
y agar de patata y dextrosa con cloranfenicol añadido (figura 34) durante 7-12 
días a 30 ºC en condiciones aerobias. Las muestras negativas se guardaron 
durante 4 semanas antes de descartarlas como negativas. 
 
 
Figura 34. Subcultivos: foto de subcultivos de las placas con los tres 
medios utilizados (SB, DTM y patata-dextrosa) para cultivo de cada muestra. 
 
La identificación molecular del hongo se realizó a partir de dos aislados 
de diferentes animales seleccionados al azar porque todas las muestras parecían 
coincidentes macroscópicamente y microscópicamente. 
El ADN genómico total se extrajo de micelio fresco obtenido de las 
colonias cultivadas en el agar de patata y dextrosa con cloranfenicol añadido tras 
siete días a 25ºC utilizando el kit FastPrep (MP Biomedicals, Santa Ana, CA) de 
acuerdo con el protocolo del fabricante. El ADN se cuantificó utilizando el 
aparato Nanodrop 3000 (Thermo Scientific, Madrid, España). Se amplificó una 
región que abarca el espaciador transcrito interno 1 (ITS1) y el ITS2 y el gen 5.8 
S del ADN ribosómico utilizando los pares de cebadores ITS4 e ITS5 de 






purificaron con el sistema de purificación Diffinity RapidTip (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO) y se almacenaron a -20ºC hasta su secuenciación. La 
secuenciación se realizó en ambas direcciones con el mismo par de cebadores 
que se utilizó para la amplificación, en Macrogen Europe (Macrogen Inc., 
Amsterdam, Países Bajos). Las secuencias de consenso se obtuvieron usando 
SeqMan versión 7.0.0 (DNAStarLasergene, Madison, WI). 
Las secuencias obtenidas se compararon para su identificación con las 
secuencias de referencia disponibles en varias bases de datos públicas, como 
The National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando el 
programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
(www.ncbi.nlm.nih.gov), la base de datos The International Society for Human 
& Animal Mycology (ISHAM) (http://its.mycologylab.org) y la base de datos de 




2.2. Preparación de los inóculos para 
estudios in vitro (Estudios 1, 2, 3, 4 y 5) 
 
Para la realización de los inóculos de trabajo se tomaron colonias aisladas 
de las placas preparadas previamente para ello (explicado en el punto 2.1.1 de 
este apartado). Las suspensiones fueron realizadas en agua destilada estéril y se 
empleó el espectrofotómetro para ajustar la cantidad de microorganismos. 
El procedimiento fue el siguiente: En primer lugar, se prepara un 
“autozero” o blanco con un tubo con el diluyente, el agua destilada. Después, a 
partir de los cultivos de bacterias o levaduras para la realización de los 
experimentos de TFDA in vitro antes descritos, se toma de la placa para 
realización de inóculo tocando ligeramente las colonias aisladas en el cultivo 






blanco. Utilizando un vortex se homogeniza la suspensión de las células en el 
tubo y se realiza la medida turbidimétrica. Se ajusta adicionando más agua o 
más colonias a las medidas de 0,5± 0,03 McF para bacterias y de 4,5± 0,05 McF 
para levaduras, correspondientes a concentraciones celulares de ׽ 1x108 UFC / 
ml y ׽ 1x106-7 UFC / ml respectivamente. Estas suspensiones son las que se 
emplearon como inóculos para los experimentos in vitro. Todas las 
preparaciones de los inóculos fueron llevadas a cabo bajo condiciones de 
esterilidad en campana de flujo laminar. 
 
 
2.3. Preparación de los fotosensibilizantes 
 
2.3.1. Realización de las disoluciones 
El MB que se empleó en los estudios in vitro (Estudios 1, 2 y 3) tiene una 
presentación comercial en estado líquido disuelto en etanol. Para preparar las 
disoluciones de trabajo se tomó de la disolución original comercial una alícuota 
y se diluyó con la parte correspondiente de agua destilada estéril empleando un 
eppendorf opaco y homogenizando con el vortex. A partir de este eppendorf se 
realizaron disoluciones seriadas a 1/2 con agua destilada estéril para disponer de 
una batería de eppendorf a las diferentes concentraciones de trabajo. Para ello, 
se emplearon eppendorfs opacos. Se hizo inmediatamente antes de su uso o con 
fecha inferior a un mes, guardándose en cámara a 4ºC y tanto cuando fueron 
preparadas como cuando se trabajó con ellas se procuró exponer la batería de 
eppendorf con las diferentes concentraciones lo menos posible a la luz. 
El MB que se empleó en el estudio in vivo (Estudio 6) tiene una 
presentación en polvo. La solución stock MB se preparó en agua destilada y se 
diluyó con agua destilada a la concentración deseada. Se prepararon 
inmediatamente antes de su uso o con fecha inferior a una semana, guardándose 






condiciones restrictivas de luz (como ejemplo, los tubos Falcon que contienen la 
disolución se envolvían en papel de aluminio). 
El RB que se empleó tiene una presentación comercial en estado sólido en 
polvo. El procedimiento que se siguió es equivalente al del MB para estudios in 
vitro salvo que se comienza pesando en báscula de precisión y disolviéndolo con 
la parte correspondiente de agua destilada para disponer de una disolución 
concentrada a partir de la cual preparar el resto (Estudios 1, 2, 3 y 4). 
La CUR también tiene una presentación comercial en polvo. A diferencia 
del RB, la CUR se pesa y en primer momento se diluyó en DMSO. En las 
disoluciones posteriores se empleó como solvente un porcentaje de DMSO 
decreciente y creciente de agua destilada (Estudio 1). 
El Pol-Mo6 se recibió desde Departamento de Química Inorgánica y 
Orgánica de la Universidad Jaime I (UJI) de Castellón de la Plana, España. El 
envió se realizó en botes de cristal cerrados con parafilm que contenían las 
esferas de Pol-Mo6. Se conservan en oscuridad a temperatura ambiente. Se pesó 
inmediatamente antes de cada uso (figura 35). A la cantidad de esferas deseada 
para cada experimento se le adiciona la correspondiente cantidad de suspensión 
bacteriana preparada en medio acuoso pero las esferas no se disuelven, quedan 









Figura 35. Pesaje: Izquierda, bote con las esferas. Derecha, balanza de 







2.3.2. Concentraciones de trabajo empleadas 
Para los experimentos in vitro, las disoluciones de trabajo de MB, RB y 
CUR de los Estudios 1, 2, 3 y 4 se realizaron de forma seriada a un medio desde 
12.800 μg/ml hasta 0,3 μg/ml. De esta forma el rango de concentraciones finales 
que se utilizó en los experimentos in vitro va de 1280 μg/ml a 0,03 μg/ml porque 
en cada pocillo de las placas de microtiter que previamente contiene 90 μl de 
suspensión microbiana se le echo 10 μl de las diferentes disoluciones del FS y 
por tanto quedan diluidas 1/10. 
En el caso del Estudio 5 que empleo Pol-Mo6, se usa una concentración 
fija de 200 mg cada 5 ml de suspensión bacteriana, es decir, a una concentración 
de 40 mg/ml. 
Para el estudio in vivo con MB (Estudio 6), la solución stock MB se 
preparó diluyendo con agua destilada a la concentración deseada de 1:100 MB 
(10 g disueltos en un litro de agua, esterilización a 121 °C), es decir, al 1%. 
 
 
2.4. Tratamiento fotodinámico 
 
2.4.1. Experimentos in vitro 
2.4.1.1. Con concentraciones variables de FS y fluencia 
fija (Estudios 1, 2, 3 y 4) 
En campana de flujo laminar, en una placa de microtiter se depositó 90 µl 
en cada pocillo de inóculo con suspensión acuosa de microorganismo S. aureus, 
S. sanguinis S. mutans y C. albicans (0.5±0.03 McF~1x108 UFC/ml para 
bacterias y 4-5 McF ~1x106-7 UFC/ml para levaduras tal como se ha detallado en 
el punto 2.2) mas 10 µl de la dilución con la concentración correspondiente de 
FS (realizadas de acuerdo al punto 2.3) resultando un volumen final por pocillo 






sanguinis y S. mutans) se puso 90 µl de cada suspensión de las cepas y se añadió 
20 µl de las diferentes soluciones de FS siendo en este caso el volumen final por 
pocillo de 200 µl. En ambos casos, resultó una fila de pocillos con inóculo y 










Figura 36. Diluciones seriadas de fotosensibilizante en cada pocillo: 
preparación para experimentos de TFDA in vitro con concentraciones variables 
de FS. Izquierda, disoluciones seriadas a ½ en una placa de microtiter de MB 
(azul) y RB (rosa); Derecha, disoluciones seriadas de CUR (amarillo). 
 
La placa de microtiter con las suspensiones ya preparadas, en el caso de 
no realizar incubación previa, se irradiaba inmediatamente con la fuente de luz 
seleccionada para cada experimento aplicando una fluencia fija de 18 o 37 J/cm2 
(Estudios 1, 2, 3 y 4). Si se realizaba incubación previa a la irradiación, se 
dejaba la placa de microtiter en oscuridad dentro de la estufa a 35ºC durante 30 
min, 1 h, o 3 h. Cuando la incubación era de 24 h, las suspensiones en vez de en 
placas de microtiter, se preparaban en eppendorfs y tras las 24 h se agitaban con 
el vortex y se trasferían a los pocillos de una placa de microtiter. Pasado el 
tiempo de incubación, se sometían a irradiación (Estudio 1). 
Tras la irradiación realizada con la lámpara elegida para cada 






fluencia deseada, las suspensiones de cada pocillo se sembraron en placas de 
medio como se detalla en el apartado correspondiente a este punto (2.1.1. 
Cultivo de bacterias y de levaduras) para posteriormente proceder al recuento de 
UFC y poder cuantificar el efecto fotodinámico (apartado 2.5.1). 
 
2.4.1.2. Con concentraciones variables de FS, con adición 
de antibiótico y fluencia fija (Estudios 3 y 4) 
La diferencia con el punto anterior es que en estos experimentos se 
incluyen antibióticos. El procedimiento detallado es el siguiente: 
Trabajando en campana de flujo laminar, en una placa de microtiter se 
depositó 90 µl en cada pocillo de inóculo acuoso con suspensión bacteriana de 
S. aureus (0.5±0.03 McF~1x108 UFC/ml realizada según el punto 2.2). En cada 
pocillo se añadió 10 µl de dilución de FS a las diferentes concentraciones (punto 
2.3), y 10 µl de antibiótico (a la misma concentración para todos los pocillos). 
De esta forma el volumen final por pocillo fue de 110 µl y resultó una fila de 
pocillos con inóculo, antibiótico con una concentración final de 1 o 10 µg/ml y 





Figura 37. Diluciones seriadas de fotosensibilizante en cada pocillo 
con y sin antibiótico: Preparación para experimentos de TFDA in vitro con 
concentraciones seriadas a ½ de FS MB en una placa de microtiter. Parte 
superior, sin antibiótico; parte inferior con antibiótico LN, realizado en paralelo. 
 
 La placa de microtiter, con las suspensiones por pocillo preparadas, se 
sometió a la irradiación con la fuente de luz seleccionada para cada experimento 






Tras la irradiación, las suspensiones de cada pocillo se sembraron en 
placas de medio como se ha detallado en el apartado correspondiente a este 
punto (2.1.1) para después contar las UFC y poder cuantificar el efecto 
fotodinámico (se explica en el punto 2.5.1). 
 
2.4.1.3. Con concentración fija de FS y fluencia creciente 
(Estudio 5) 
En una placa RODAC se pesó 200 mg de Pol-Mo6 y se añadió 5 ml del 
inóculo de S. aureus de cultivo fresco en suspensión acuosa (0.5±0.03 McF 
~1x108 UFC/ml, punto 2.2 y 2.3). Inmediatamente se irradió con LED azul 


















Figura 38. Irradiación en agitación: imagen del proceso de irradiación 
in vitro de suspensión de S. aureus con PolMo6 en placas RODAC sobre 
agitador. Las placas que se ven tapadas corresponden a controles de oscuridad. 






colocar el agitador, la distancia entre la fuente de luz y la placa siga siendo la 
adecuada. 
 
De cada placa ROCAC se tomó una alícuota de 10 µl para sembrar en 
medio AS a cada tiempo correspondiente a 10 J/cm2 de irradiación (lo cual 
equivale a cada 12,82 min de irradiación con las condiciones utilizadas) en el 
rango de fluencia de 50 a 120 J/cm2, es decir, a los tiempo de 50, 60, 70, 80… 
hasta 120 J/cm2. La irradiación es continua desde el momento 0 hasta el tiempo 
correspondiente a haber aplicado una fluencia de 120 J/cm2. La siembra en 
placas se realizó como se detalla en el apartado correspondiente a este punto 
(punto 2.1.1.) para después contar las UFC y poder cuantificar el efecto 
fotodinámico (se detalla en el punto 2.5.1). 
 
Todos los experimentos in vitro detallados en los apartados anteriores 
(punto 2.4.1. Experimentos in vitro; subapartados 2.4.1.1, 2.4.1.2 y 2.4.1.3) se 
repitieron probando cada condición experimental al menos 3 veces (Estudios 1, 
2, 3, 4 y 5). 
 
2.4.2. Experimento in vivo (Estudio 6) 
Se aplicó una concentración fija del FS MB al 1% (preparado y manejado 
como se explica en el punto 2.3) rociándolo sobre las lesiones tratadas una o dos 
veces por semana durante 4 semanas y tras haber limpiado previamente la lesión 
o no sobre 14 lesiones de 10 ovejas infectadas por el hongo dermatofito y se 
expusieron a la luz solar (figura 39). La fluencia usada no fue determinada. El 
tiempo de irradiación fue equivalente al tiempo de luz solar diario, 
aproximadamente 10 h / día, durante las 4 semanas. La eficacia del tratamiento 







Figura 39. Pauta de tratamiento de las lesiones: esquema que 
representa el protocolo seguido para el tratamiento de las lesiones de las ovejas 
tratadas con MB y luz solar. Tto.: Tratamiento. 
 
 
2.5. Cuantificación del efecto antimicrobiano 
 
2.5.1 Experimentos in vitro (Estudios 1, 2, 3, 4 y 5) 
 
2.5.1.1. Contaje de colonias  
El efecto antimicrobiano se determinó contando la cantidad de UFC por 








Figura 40. Contador automático de colonias: a la 
derecha, el aparato Flash and Go® haciendo una lectura de 
placa. En la foto superior, el Software de recuento 





Para el cálculo del número de UFC/ml se revierte la dilución que se ha 
hecho antes de sembrar cada placa y, en el caso que no se haya sembrado 1 ml 
sino un volumen inferior, se calcula por proporcionalidad el número que habría 
si se hubiera sembrado un 1 ml. 
Los efectos del tratamiento fotodinámico se cuantificaron tras contar las 






sometidas a irradiación y comparando estos resultados con el número de 
UFC/ml que se cuenta en el control del inóculo inicial y considerando el resto de 
controles. 
Un ejemplo lo encontramos en la figura 41, en la que podemos ver tres 
placas de contaje de colonias para saber las UCF con la siembra de inóculos de 
muestras de diferentes concentraciones de FS. Para cuantificar el efecto del 
tratamiento fotodinámico tenemos que referir las UFC/ml que tengamos en estas 










Figura 41. Contaje de colonias en agar: fotografía de placas de AS para 
recuento de UFC. De izquierda a derecha, las tres placas corresponden a la 
siembra del mismo volumen y a igual dilución de suspensiones microbianas de 
S. aureus sometidas de menos a más concentración de FS a igual tiempo de 
irradiación. En la placa de la izquierda hay una cantidad incontable de UFC por 
lo que para poder hacer el recuento se tendrá que hacer en una placa en la que se 
siembre menos volumen y/o mas diluido. En la del centro se puede contar y por 
tanto calcular el número de UFC de la suspensión bacteriana. En la de la derecha 
no hay crecimiento de UFC por lo que se tendrá que sembrar mas volumen y/o 
menos diluido para comprobar si no hay crecimiento porque se ha producido una 
inactivación total o si es parcial y el número de UFC se encuentra por debajo del 
rango que se puede calcular considerando el volumen sembrado y la dilución 






Alcanzar una reducción de 6 Log10 UFC/ml respecto a los controles se 
definió como bactericida y es el objetivo de los Estudios in vitro que se 
realizaron. 
 
2.5.1.2 Controles empleados 
-Control de inóculo inicial (Estudio 1, 2, 3, 4 y 5): Inóculo inicial sin 
irradiación ni FS, también denominado 0 o C0 en las publicaciones. Es el 
control respecto al que se refieren los resultados de las muestras tratadas con 
TFDA y el resto de controles. Sirve para comprobar que efectivamente el inoculo 
inicial contenía las UFC deseadas de acuerdo a la medida de McF con la que se 
preparó. 
-Control de irradiación (Estudio 1, 2, 3, 4 y 5): Inóculo inicial irradiado 
pero sin FS, también denominado IRR o CIRR en las publicaciones. Evalúa la 
toxicidad de la luz, es decir, la reducción en el número de UFC que se produce 
solo por el efecto de la irradiación. 
-Control del FS (Estudio 1, 2, 3, 4 y 5): Muestras con los inóculos 
microbianos y con las mismas concentraciones de FS empleadas e incluso 
superiores fueron sometidas a las mismas condiciones de tratamiento 
fotodinámico en cuanto a tiempo (de incubación si lo hay y el tiempo 
correspondiente al tiempo de irradiación) y temperatura pero mantenidas en 
oscuridad. Por tanto, es el inóculo inicial con FS y sin irradiación. Evalúa la 
toxicidad del FS en oscuridad, es decir, lo que mata el FS y no se debe al 
efecto fotodinámico. 
-Control del disolvente del FS (Estudio 1, 2, 3, 4 y 5): Controles de 
los volúmenes de etanol para el MB y de DMSO de la CUR de las 
disoluciones de trabajo fueron realizados utilizando los mismos porcentajes 
de estos que en las disoluciones de trabajo y empleándolos en paralelo pero 
sin tener FS. Se hicieron con los inóculos microbianos y con las mismas 
partes proporcionales de disolvente de etanol o DMSO de las concentraciones 






mismas condiciones de tratamiento fotodinámico. Evalúa lo que mata el 
disolvente y por tanto permite descartar que cierta cantidad de muerte en el 
número de UFC se deba al etanol o el DMSO. 
-Control del polímero al que se vincula el FS (Estudio 5): Inóculo 
inicial en ausencia del FS (sin el complejo de Mo6) pero con el polímero al 
que se vincula (es decir, el polímero “vacío”) y tanto sometido a irradiación 
como mantenido en oscuridad. Evalúa la toxicidad que puede generar el 
polímero per se con o sin irradiación y sirve para descartar que el efecto 
observado con Pol-Mo6 no se debe a la acción del polímero únicamente. 
-Control de antibiótico (Estudio 3 y 4): Inóculo inicial sin irradiación ni 
FS pero con antibiótico, también denominado C0-AN, en las publicaciones. Evalúa 
el efecto del antibiótico, la reducción en el número de UFC que se produce solo 
por el efecto de la adición del antibiótico a la concentración a la que se empleó en 
todo el experimento y durante el mismo tiempo que en el resto de muestras. 
-Control de antibiótico irradiado (Estudio 3 y 4): Inóculo inicial sin FS 
pero con antibiótico y sometido a irradiación, también denominado CIRR-AN, evalúa 
el efecto de la irradiación sumado al efecto del antibiótico. 
 
Todos los controles fueron sometidos a los mismos tiempos de incubación, 
las mismas condiciones de crecimiento y método de contaje que el resto de 
muestras. Para poder realizar el recuento se realizaron las diluciones adecuadas 
correspondientes. Los resultados de los controles se establecieron haciendo un 
recuento del número de UFC / placa, posteriormente el valor fue expresado en 
términos de UFC / ml realizando la conversión. 
 
2.5.1.3 Análisis estadístico (Estudios 2 y 4) 
Se utilizó el programa estadístico SPSS versión en español 19.0 (Inc, 






Los resultados de reducción logarítmica del número de UFC/ml se 
expresaron como media y desviación estándar. Las diferencias entre medias se 
analizaron mediante la prueba de Kruskall-Wallis. Se consideró la significación 
estadística con p ≤ 0.05. 
 
 
2.5.2. Experimento in vivo (Estudio 6) 
La eficacia del tratamiento fotodinámico con MB y luz solar se evaluó por 
comparación de las fotografías tomadas periódicamente de la evolución de las 
14 lesiones de las 10 ovejas infectadas seleccionadas para conformar el grupo 
tratado vs. las 25 ovejas infectadas con lesiones activas que no recibieron 
tratamiento (expuestas a la luz solar sin MB) que fueron el grupo control de la 
acción del MB. 
Los resultados de la respuesta clínica de las lesiones dentro del grupo 
tratado se compararon en función del protocolo empleado: aplicación del MB 
una o dos veces por semana (figura 42) y limpieza o no de la lesión previamente 
a su aplicación. 
 
 Figura 42. Evolución de las lesiones: evolución de las lesiones de las 
ovejas a lo largo de cuatro semanas. Fila superior, ejemplo de aplicación de azul 





























1 S. mutans; S. 





no no; si halogenuro 
metálico 
420–700 nm 36 >106 




MB, RB no no LED rojo y 
verde 
625 nm y 515 nm 18 >106 
3 S. aureus in vitro: 
planctónico 
MB, RB LN, MU no halogenuro 
metálico, 
LED rojo y 
LED verde 
420–700 nm, 625 
nm y 515 nm 
18; 36 >108 
4 S. aureus in vitro: 
planctónico 
y biofilm 
RB GN no; si halogenuro 
metálico y 
LED rojo 
420–700 nm y 625 
nm 
18; 36 >108 
5 S. aureus in vitro: 
planctónico 
Pol Mo6 no no LED azul 460 nm hasta 120 >108 
6 A. vanbreuseghemii in vivo: 
animales 
MB no no Sol 100-106 nm no datos lesiones 
CUR: curcumina; FS: fotosensibilizantes; GN: gentamicina; LED: diodo emisor de luz; LN: linezolid; MB: azul de metileno; MU: mupirocina; PolMo6: 






4. Summary of materials and methodology 

















1 S. mutans; S. 





no no; yes metal halide 420–700 nm 36 >106 
2 S. mutans; S. sanguis 
and mix of both 
in vitro: 
planktonic 
MB, RB no no Red and green LED 625 nm y 515 
nm 
18 >106 
3 S. aureus in vitro: 
planktonic 
MB, RB LN, MU no metal halide, 
red LED and green 
LED 
420–700 nm, 
625 nm y 515 
nm 
18; 36 >108 
4 S. aureus in vitro: 
planktonic 
& biofilm 
RB GN no; yes metal halide and 
red LED 
420–700 nm 
and 625 nm 
18; 36 >108 
5 S. aureus in vitro: 
planktonic 
Pol Mo6 no no Blue LED 460 nm up to 120 >108 
6 A.vanbreuseghemii in vivo: 
animals 
MB no no Sun 100-106 nm no data lesions 
CFU: colony-forming unit; CUR: curcumin; GN: gentamicin; LED: light-emitting diode; LN: linezolid; MB: methylene blue; MU: mupirocin; Pol Mo6: 






































 aPDT with RB and MB using a specific LED lamp has a significant 
bactericidal effect on S. mutans and S. sanguinis strains. 
 RB is slightly more efficient than MB. 
 Effects are the same in vitro, either for separate bacteria or on the 









































 Arthroderma vanbreuseghemii was identified as the causative agent 
of dermatophytosis in a flock of sheep. 
 Antimicrobial daylight photodynamic therapy (aDL-PDT) using 1% 
methylene blue solution was tested. 
 aDL-PDT seems to be effective, safe and efficient to treat 






1. Resumen de los resultados 

























no halogenuro metálico 36 >106 >6 Luz blanca adecuada 
para TFDA 
2 S. mutans; S. 
sanguis 
y mezcla de ambos 
in vitro: 
planctónico 
MB, RB no LED rojo y verde 18 >106 >6 Cultivo puro y 
mixto=respuesta a 
TFDA 
3 S. aureus in vitro: 
planctónico 
MB, RB LN, MU halogenuro metalico, 
LED rojo y LED 
verde 
18; 36 >108 >6 TFDA+LN o +MU 
>efecto que solo 
TFDA 




RB GN halogenuro metalico 
y LED rojo 
18; 36 >108 >6 TFDA+GN >efecto 
que solo TFDA 
5 S. aureus in vitro: 
planctónico 
Pol-Mo6 no LED azul hasta 120 >108 >6 Pol-Mo6 es FS 
válido 
6 A.vanbreuseghemii in vivo: 
animal 





Combi.: Combinación; CUR: curcumina; FS: fotosensibilizantes; GN: gentamicina; LED: diodo emisor de luz; LN: linezolid; MB: azul de metileno; MU: 






2. Summary of of the results  
 
























no metal halide 36 >106 >6 white light suitable for 
aPDT 
2 S. mutans; S. sanguis 
and mix of both 
in vitro 
planktonic 
MB, RB no red and green 
LED 
18 >106 >6 Pure and mixed culture= 
response to aPDT 
3 S. aureus in vitro 
planktonic 
MB, RB LN, MU metal halide, 
red LED and 
green LED 
18; 36 >108 >6 aPDT+LN or MU > 
effect than aPDT alone 
4 S. aureus in vitro 
planktonic 
& biofilm 
RB GN metal halide 
and red LED 
18; 36 >108 >6 aPDT+GN > effect than 
aPDT alone 
5 S. aureus in vitro 
planktonic 
Pol Mo6 no blue LED up to 120 >108 >6 Pol-Mo6 is a suitable PS  
6 A.vanbreuseghemii in vivo: 
animal 




CFU: colony-forming unit; CUR: curcumin; GN: gentamicin; LED: light-emitting diode; LN: linezolid; MB: methylene blue; MU: mupirocin; red.: 




























La TFDA inactiva diferentes microorganismos causantes de infecciones 




La eficacia de la TFD con cada uno de los FS varía de acuerdo con el 
microorganismo diana: 
-la TFDA con RB, MB o CUR y luz blanca es eficaz frente a cepas de S. 
mutans y S. sanguinis, resultando la TFDA-MB y la TFDA-RB más eficientes 
que la TFDA-CUR. 
-C. albicans requirió concentraciones más altas de todos los FS para obtener 
un efecto fungicida, siendo la TFDA-MB la más eficiente y la TFDA-CUR 
ineficaz. 
El tiempo de incubación previo a la irradiación no tuvo ningún efecto en 
los resultados de los experimentos con ninguno de los FS. 
El empleo de la luz blanca con diferentes FS podría ser un enfoque 




El uso de lámparas LED, que emiten a una  específica cercana o 
coincidente con el pico de absorción de los FS MB o RB, es eficaz para 
fotoinactivar S. mutans y S. sanguinis tanto por separado como en suspensiones 
mixtas. 
La lámpara LED emitiendo a una  específica para cada FS resulta más 










La combinación de los antibióticos MU o LN a dosis subterapéuticas con 
TFDA-RB/MB in vitro ocasiona un efecto bactericida sinérgico sobre S. aureus. 




La combinación de TFDA-RB con el antibiótico GN produce un efecto 
bactericida sinérgico sobre S. aureus planctónico. Para obtener el efecto 
sinérgico sobre biopelícula se deben utilizar las concentraciones máximas 
probadas tanto de RB como de GN (64 μg/ml y 40 μg/ml respectivamente). 
El uso de TFDA con RB sola o en combinación con GN podría ser una 
buena opción para trasladar a la clínica en el tratamiento de las infecciones 
recalcitrantes o persistentes causadas por S.aureus. 
 
Estudio 5: 
El pol-Mo6 es capaz de realizar fotooxigenaciones catalíticas con 
excelente reciclabilidad, habiéndose comprobado que hasta siete ciclos no hay 
pérdida de actividad. 
El pol-Mo6 logra la fotoinactivación de S. aureus. 
 
Estudio 6: 
La TFDA con solución de MB al 1% con luz solar podría ser un 
tratamiento eficaz para la tiña de animales, especialmente en aquellos casos 
causados por A. vanbreuseghemii. 
Este tratamiento podría implementarse, además de en explotaciones 
ganaderas, en clínicas veterinarias para otros tipos de infecciones superficiales y 
en otras especies de animales. 
A. vanbreuseghemii fue identificado por primera vez como agente causal 





aPDT inactivates different microorganisms that cause skin and/or 
mucous infections and, therefore, it is presented as a possible treatment. 
 
Study 1: 
The photodynamic efficiency of each FS varies according to the target 
microorganism: 
-aPDT with RB, MB or CUR and white light is effective against S. 
mutans and S. sanguinis. MB-aPDT and RB-aPDT are more efficient than 
CUR-aPDT. 
-C. albicans required higher concentrations of all FS to obtain a 
fungicidal effect. MB-aPDT is the most efficient and CUR-aPDT ineffective. 
The pre-incubation time before irradiation has no effect on the results 
of the experiments with any of the PS. 
The white light use with different PS could be a promising approach to 
treat infections in which different microorganisms are involved. 
 
Study 2: 
The use of LED lamps emitting at a specific wavelength close to or 
coincident with the absorption peak of MB or RB is effective for 
photoinactivating S. mutans and S. sanguinis both separately and in mixed 
suspensions. 




The combination of MU or LN with in vitro RB / MB-aPDT causes a 
synergistic bactericidal effect on S. aureus. 








The combination of RB-aPDT with the antibiotic GN produces a 
synergistic bactericidal effect on planktonic S. aureus. To obtain the 
synergistic effect on biofilm, the maximum concentrations of RB and GN 
should be used (64 μg/ml and 40 μg/ml respectively). 
The use of RB-aPDT alone or in combination with GN could be a good 




The pol-Mo6 is able to perform catalytic photo-oxygenations with 
excellent recyclability, up to seven cycles there is no loss of activity. 
Pol-Mo6 achieves S. aureus photoinactivation. 
 
Study 6: 
Daylight MB-aPDT could be a promising treatment for ringworm, 
especially in those cases caused by A. vanbreuseghemii. 
This treatment could be implemented, in addition to livestock, in 
veterinary clinics for other types of superficial infections and in other animal 
species. 
A. vanbreuseghemii was identified for the first time as a causative 
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